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vitro experiments that activated signalling pathways are a consequence of 
signalization through the innate immune receptor Toll-like receptor 2 (TLR2). 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
7-AAD   7-amino-aktinomicin D 
ABP   aktin-vezavni proteini (angl. actin binding proteins) 
Akt   protein-kinaza B (angl. protein kinase B) – poznana tudi kot PKB 
APC   antigen-predstavitvene celice (angl. antigen-presenting cells) 
B.   Bifidobacterium 
BAD promotor smrti, povezan z družino Bcl-2 (angl. Bcl-2-associated 
death promoter) 
BAX   Bcl-2 podobni protein 4 (angl. Bcl-2-like protein 4) 
BCA   bikinhonska kislina 
Bcl-2   B-celični limfom 2 (angl. B-cell lymphoma 2) 
BSA   goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CLR   lektinski receptor tipa C (angl. C-type lectin receptor) 
CpG-ODN  oligodeoksinukleotidi s CpG motivi 
CPT   kamptotekin (angl. camptothecin) 
CREB vezavni protein odzivnega elementa za cAMP (angl. cAMP 
response element-binding protein) 
CT cikel praga detekcije (angl. cycle threshold) 
DAG diacilglicerol (angl. diacylglycerol) 
DMEM Dulbeccov modificiran Eaglov medij (angl. Dulbecco's Modified 
Eagle Medium) 
DMSO   dimetil sulfoksid 
DSS   dekstran natrijev sulfat (angl. dextran sulfate sodium) 
E.   Escherichia 
ECL okrepljena kemiluminiscenca (angl. enhanced 
chemiluminescence) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic 
acid) 
EFSA Evropska komisija za varnost hrane (angl. European Food Safety 
Authority) 
EGFR receptor za epidermalni rastni faktor (angl. epidermal growth 
factor receptor) 
ELISA encimska imunoadsorpcijska analiza (angl. enzyme-linked 
immunosorbent assay) 
ErbB družina receptorskih tirozin-kinaz (angl. family of receptor 
tyrosine kinases) 
ERK  kinaza, regulirana z zunajceličnim signalom (angl. extracellular 
signal regulated kinase) 
FBS   serum govejega zarodka (angl. fetal bovine serum) 
FDR   napačno pozitivni zadetki (angl. false discovery rate) 
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FGF   fibroblastni rastni faktor (angl. fibroblast growth factor) 
FITC   fluorescein izotiocianat (angl. fluorescein isothiocyanate) 
Fluc   kresničkina luciferaza 
FoxO transkripcijski faktorji »forkhead box« O (angl. forkhead box O 
transcription factors) 
FSL-1 fibroblast-stimulirajoči lipopeptid (angl. fibroblast-stimulating 
lipopeptide) 
GALT s črevesjem povezano limfoidno tkivo (angl. gut-associated 
lymphoid tissue) 
GEF faktor izmenjave nukleotida gvanin (angl. guanine nucleotide 
exchange factor) 
GEO javni repozitorij podatkov funkcionalne genomike (angl. Gene 
Expression Omnibus) 
GIT   gastrointestinalni trakt 
GRAS splošno priznano kot varno (angl. generally recognised as safe) 
GSN gelsolin 
GTP gvanozin trifosfat 
GTPaze hidrolaze, ki se lahko vežejo in hidrolizirajo GTP 
HBEGF heparin-vezavni rastni faktor podoben epidermalnemu rastnemu 
faktorju (angl. heparin-binding epidermal growth factor (EGF)-
like growth factor) 
HRP   hrenova peroksidaza 
Hsp   proteini toplotnega šoka (angl. heat shock proteins) 
IFN   interferon 
IKK inhibitorni kapa B (IκB)-kinazni kompleks (angl. IκB-kinase 
complex) 
IL   interlevkin 
IL-1Ra interlevkin-1 receptor antagonist (angl. interleukin-1 receptor 
antagonist) 
IM386   Bifidobacterium animalis subsp. animalis IM386 
IRAK kinaze, povezane z receptorjem IL-1 (angl. IL-1 receptor-
associated kinase) 
IRF   interferon-regulatorni faktor (angl. interferon regulatory factor) 
JAM   stična adhezijska molekula (angl. junctional adhesion molecule) 
JNK   c-Jun N-terminalna kinaza (angl. c-Jun N-terminal kinase) 
K7   Lactobacillus gasseri K7 
KEGG Kyoto enciklopedija genov in genomov (angl. Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) 
KVČB   kronične vnetne črevesne bolezni 
L.   Lactobacillus 
L930BB  Lactobacillus fermentum L930BB 
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LGG   Lactobacillus rhamnosus GG 
logFC dvojiški logaritem razmerja med vzorcema (angl. logarithmic 
fold change) 
LPS   lipopolisaharid 
LRR   ponovitve z levcinom bogatih sekvenc (angl. leucine-rich repeats) 
MAL   adapterju MyD88 podobni protein (angl. MyD88 adapter-like) 
MALP-2 makrofag-aktivirajoči lipopeptid-2 (angl. macrophage-activating 
lipopeptide-2) 
MAMP molekulski vzorci, značilni za mikrobe (angl. microbe associated 
molecular patterns) 
MAPK z mitogeni aktivirana protein-kinaza (angl. mitogen-activated 
protein kinase) 
MAPKs z mitogeni aktivirane protein-kinaze (angl. mitogen-activated 
protein kinases) 
MDP muramil dipeptid (angl. muramyl dipeptide) 
MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks (angl. major 
histocompatibility complex) 
MKK kinaza z mitogeni aktivirane protein-kinaze (angl. mitogen-
activated protein kinase kinase) 
MLC regulatorna lahka veriga miozina II (angl. myosin II regulatory 
light chain) 
MLCK   kinaza lahke verige miozina (angl. myosin light chain kinase) 
MLCP fosfataza lahke verige miozina (angl. myosin light-chain 
phosphatase) 
MRS de Man, Rogosa in Sharpe 
MyD88 diferenciacijski mieloidni protein 88 (angl. myeloid 
differentiation primary response protein 88) 
NaDS   natrijev dodecil sulfat 
NF-κB   nuklearni faktor kapa B (angl. nuclear factor kappa B) 
NK   naravne celice ubijalke (angl. natural killer cells) 
NLR   Nod-u podobni receptor (angl. Nod-like receptor) 
Nod oligomerizacijska domena, ki veže nukleotid (angl. nucleotide-
binding oligomerization domain) 
WASP protein sindroma Wiskott-Aldrich (angl. Wiskott-Aldrich 
syndrome protein) 
PAGE   poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PBMC enojedrne celice periferne krvi (angl. peripheral blood 
mononuclear cells) 
PBS   fosfatni pufer s soljo (angl. phosphate buffered saline) 
PDB   forbol-dibutirat 
PDGF   trombocitni rastni faktor (angl. platelet derived growth factor) 
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PDZ   PSD-95/ Discs-Large/ ZO-1 
PEI   polietilenamin 
PEPT   apikalni peptidni transporter (angl. apical peptide transporter) 
pIgR polimerni imunoglobulinski receptor (angl. polymeric 
immunoglobulin receptor) 
PI3K   fosfatidilinozitol 3-kinaza (angl. phosphatidylinositol 3-kinase) 
PI3Ks   fosfatidilinozitol 3-kinaze (angl. phosphatidylinositol 3-kinases) 
PI4P5K fosfatidilinozitol-4-fosfat 5-kinaza (angl. phosphatidylinositol-4-
phosphate 5-kinase) 
PIP   fosfatidilinozitol-fosfat (angl. phosphatidylinositol-phosphate) 
PIP2 fosfatidilinozitol-bisfosfat (angl. phosphatidylinositol-
bisphosphate) 
PIP3 fosfatidilinozitol-trifosfat (angl. phosphatidylinositol-
triphosphate) 
PKB   protein-kinaza B (angl. protein kinase B) – poznana tudi kot Akt 
PKC   protein-kinaza C (angl. protein kinase C) 
PLC   fosfolipaza C (angl. phospholipase C) 
PPARγ receptor-γ, aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem (angl. 
peroxisome proliferator activated receptor-γ) 
PRR receptorji za prepoznavo molekularnih vzorcev (angl. pattern 
recognition receptors) 
P/S penicilin in streptomicin 
qRT-PCR  kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
Rac z Ras sorodni substrat za toksin botulin C3 (angl. Ras-related C3 
botulinum toxin substrate) 
Rap1 z Ras soroden protein 1 (angl. Ras-related protein 1) 
RIPA radioimunoprecipitacijska analiza (angl. 
radioimmunoprecipitation assay) 
RIPK1 z receptorjem povezana serin/treonin-protein-kinaza 1 (angl. 
receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1) 
RLE   relativne luciferazne enote 
RLR   RIG-I podobni receptor (angl. RIG-I-like receptor) 
Rluc   luciferaza Renilla 
RMA   algoritem za korekcijo ozadja (angl. robust multi-array average) 
ROCK z Rho povezana protein-kinaza (angl. Rho-associated protein 
kinase) 
ROCKs z Rho povezane protein-kinaze (angl. Rho-associated protein 
kinases) 
RTK   receptorske tirozin-kinaze 
S.   Salmonella 
SaTy   flagelin bakterije Salmonella typhimurium 
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SD   standardni odklon (angl. standard deviation) 
SE   standardna napaka (angl. standard error) 
serpin   inhibitor serinskih proteaz (angl. serine protease inhibitor) 
SIGIRR enojni-Ig receptor, povezan z IL-1 (angl. single-Ig IL-1-related 
receptor) 
TAE tris-acetat-EDTA 
TAK1 s transformirajočim rastnim faktorjem beta-aktivirana kinaza 1 
(angl. transforming growth factor beta-activated kinase 1) 
TANK aktivator NF-κB, povezan z družino TRAF (angl. TRAF family 
member-associated NF-κB activator) 
TBK kinaza, ki veže TANK (angl. TANK-binding kinase) 
TEER transepitelna električna upornost (angl. transepithelial electrical 
resistance) 
Th   celice T pomagalke (angl. helper T cells) 
TIR domena receptorja Toll/interlevkin-1 (angl. Toll/interleukin-1 
receptor domain) 
TIRAP adapterski protein s TIR domeno (angl. TIR domain-containing 
adapter protein) 
TLR   Toll-u podobni receptor (angl. Toll-like receptor) 
TNF-α   tumor nekrozni faktor alfa (angl. tumor necrosis factor alpha) 
TOLLIP  s Toll-om sodelujoči protein (angl. Toll-interacting protein) 
TRAF faktor povezan s TNF-receptorjem (angl. TNF receptor 
associated factor) 
TRAM TRIF-u sorodna adapterska molekula (angl. TRIF-related adapter 
molecule) 
Treg   regulatorne celice T (angl. regulatory T cell) 
TRIF adapter s TIR domeno, ki inducira interferon-β (angl. TIR-
domain-containing adapter inducing interferon-β) 
WCFS1  Lactobacillus plantarum WCFS1 
ZO   zonula occludens 
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abTLR2 poliklonsko podganje IgG protitelo proti humanemu TLR2, ki 
nevtralizira aktivacijo signalnih poti preko TLR2 (kat. št.: PAb 
hTLR2, Invivogen) 
Gӧ6983 inhibitor PKC 3-[1-[3-(dimetilamino)propil]-5-metoksi-1H-indol-
3-il]-4-(1H-indol-3-il)-1H-pirol-2,5-dion 
LY inhibitor PI3Ks 2-(4-morfolinil)-8-fenil-4H-1-benzopiran-4-on 
(sinonim LY294002) 
PAM2 diacilirani lipopeptidni ligand za TLR2/TLR6 S-[2,3-
bis(palmitoiloksi)propil]cisteinil-seril-lizil-lizil-lizil-lizin 
(sinonim Pam2Cys-SK4) 
PAM3 triacilirani lipopeptidni ligand za TLR1/TLR2 N-palmitoil-S-
[2,3-bis(palmitoiloksi)propil]cisteinil-seril-lizil-lizil-lizil-lizin 
(sinonim Pam3Cys-SK4) 
Rac signalni G-proteini (proteini, ki vežejo nukleotid gvanin), ki 
spadajo v družino Rho GTPaz 
Rho signalni G-proteini, ki spadajo v super-družino Ras GTPaz 
skupina CsA 5-dnevna aplikacija DSS in ciklosporina A, nato pa do konca 
študije tretma samo s ciklosporinom A 
skupina DSS  5-dnevna aplikacija DSS 
skupina PDP dnevna aplikacija L930BB in IM386 ves čas študije (20 dni), od 
5. do 10. dne študije (5 dni) pa tretma z DSS 
skupina PRO  15-dnevna aplikacija L930BB in IM386 
skupina SAL  dnevna aplikacija fiziološke raztopine tekom celotne študije 
Vav družina signalnih proteinov, ki delujejo kot faktorji izmenjave 
nukleotida gvanin (GEF) za G-proteine iz družine Rho 
VSL#3 preparat s kombinacijo 8 probiotičnih sevov (Streptococcus 
thermophilus DSM 24731, B. breve DSM 24732, B. longum 
DSM 24736, B. infantis DSM 24737, L. acidophilus DSM 24735, 
L. plantarum DSM 24730, L. paracasei DSM 24733, L. 
delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 24734) 
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Človeški gastrointestinalni trakt (GIT) poseljuje kompleksna in dinamična populacija 
mikroorganizmov, ki vplivajo na gostitelja tako v stanju homeostaze kot tudi med 
obolenjem. Intenzivna kolonizacija človeškega črevesja z mikrobi se začne ob porodu in 
v prvih nekaj dneh življenja, nato pa črevesna mikrobiota in gostitelj postopno 
vzpostavita dolgoročni simbiotski odnos. Mikrobiota ima namreč pomembno vlogo pri 
metabolizmu in razvoju imunskega sistema. Na njeno regulacijo vpliva gostiteljeva 
prepoznava različnih molekulskih vzorcev, značilnih za mikrobe (angl. microbe 
associated molecular patterns, MAMP). Mehanizmi vzdrževanja homeostaze pri 
gostitelju morajo tako na eni strani preprečevati infekcijo in na drugi strani pretiran 
imunski odziv, ki bi porušil koristno razmerje s komenzali. Oba procesa zahtevata 
ustrezno prepoznavanje mikrobov z imunskim sistemom, ki ob napačnem delovanju 
povzroči porušenje/motnje črevesne mikrobiote in predispozicijo za nastanek številnih 
bolezni. 
V črevesju je plast epitelija sestavljena iz različnih tipov celic, ki skupaj sestavljajo 
fiziološko bariero, kjer poteka presnova in absorpcija hranil. Poleg tega so epitelne 
celice tudi pomembna prva obrambna linija, saj imajo konstanten kontakt z bakterijami 
in bakterijskimi komponentami na apikalni površini ter so v neposredni bližini 
imunskim celicam na bazolateralni strani. Črevesni epitelij tako služi kot dinamična 
bariera, ki jo regulira imunski sistem s pomočjo kompleksne kombinacije odzivov, ki 
vključujejo naravno in pridobljeno imunost. Naravna imunost predstavlja začetni 
varovalni mehanizem gostitelja, ki je navzoč od rojstva naprej. Z razliko od naravne 
imunosti, ki vključuje delovanje fagocitnih in antigen-predstavitvenih celic (ang. 
antigen-presenting cells, APC), pa sta za pridobljeno imunost, ki vključuje klonalno 
ekspanzijo limfocitov T in B, značilni specifičnost in spomin. Prepoznava MAMP pri 
naravni imunosti poteka z družinami receptorjev za prepoznavo molekularnih vzorcev 
(angl. pattern recognition receptors, PRR), kot so Toll-u podobni receptorji (angl. Toll-
like receptors, TLR). Ti narekujejo naravnemu in pridobljenemu imunskemu sistemu, 
kako zaznati patogene mikroorganizme in tudi kako vzpostaviti sožitje s komenzali. 
TLR-ji se izražajo tako pri APC kot tudi pri črevesnih epitelnih celicah. 
Razkritje esencialne vloge črevesnega mikrobioma za zdravje človeka je spodbudilo 
razvoj funkcionalnih živil, prehranskih dopolnil in OTC (angl. over-the-counter) 
zdravil, ki vplivajo na mikrobioto črevesja in njeno delovanje. Sam razvoj 
funkcionalnih izdelkov predstavlja velik izziv, saj morajo biti koristni vplivi 
podkrepljeni z rezultati znanstvenih raziskav. Za to pa je potrebno razumevanje 
mehanizmov delovanja učinkovin, ki vplivajo na tarčne funkcije, pomembne za zdravje 
ali znižanje tveganja za določene bolezni. Poznavanje mehanizmov delovanja učinkovin 
omogoča odkrivanje markerjev, s katerimi lahko merimo in spremljamo učinke. 
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Identifikacija markerjev omogoča potrjevanje učinkov v kliničnih študijah, ki so nujne 
za oblikovanje zdravstvenih trditev. Med funkcionalnimi izdelki, ki usmerjeno ciljajo na 
uravnavanje črevesne mikrobiote, predstavljajo znaten delež probiotiki, ki iz leta v leto 
pridobivajo na pomembnosti. Še več, iz metaanaliz je razvidno, da imajo probiotiki 
prihodnost tudi kot nove strategije preprečevanja ali celo zdravljenja številnih bolezni 
(Haller in sod., 2010; Rabot in sod., 2010; Wolvers in sod., 2010). Trenutno so v 
prehranskih dopolnilih z bakterijami najbolj pogosto prisotni izbrani sevi laktobacilov 
in bifidobakterij. Njihovo delovanje povezujejo z uravnavanjem imunskega sistema in 
črevesnega mikrookolja, izboljšanjem metabolizma in funkcije črevesne bariere, kar 
blagodejno vpliva na gostitelja (Wohlgemuth in sod., 2010). Za nekatere probiotične 
bakterije je dokazano, da lahko omilijo simptome pri sindromu razdražljivega črevesja 
in vnetje pri bolnikih s kroničnimi vnetnimi črevesnimi boleznimi (KVČB). Za ta 
obolenja je značilna pretirana proizvodnja vnetnih dejavnikov kot so reaktivne kisikove 
zvrsti in citokini ter posledično celična smrt, infiltracija imunskih celic, porušitev 
črevesne epitelne bariere in poškodbe tkiva (Haller in sod., 2010). 
Sevi Lactobacillus (L.) gasseri K7, izoliran iz blata 7 dni starega dojenčka, L. 
fermentum L930BB in Bifidobacterium (B.) animalis subsp. animalis IM386, izolirana 
iz črevesne sluznice človeka, ter L. plantarum WCFS1, izolat iz humane sline, so v in 
vitro in in vivo poskusih izkazali številne zdravju koristne lastnosti (Čitar in sod., 2015; 
Mavrič in sod., 2014; Sagaya in sod., 2014; van den Nieuwboer in sod., 2016). Zaradi 
težavnega dokazovanja probiotičnih lastnosti v kliničnih študijah, posvečajo novejše 
raziskave posebno pozornost identifikaciji mehanizmov in celičnih signalnih poti, ki jih 
sprožijo probiotiki ob stiku z gostiteljevimi celicami. Na ta način se lažje dokazuje 
njihov koristen vpliv pri preventivi ali (podpornem) zdravljenju različnih bolezni. V 
preteklih raziskavah so že dokazali, da je za zaščito pred črevesnimi poškodbami 
ključna aktivacija TLR-jev s komenzalnimi mikroorganizmi (Rakoff-Nahoum in sod., 
2004). Te ugotovitve so nakazale novo smer pri proučevanju poti, ki vzdržujejo 
črevesno homeostazo in preprečujejo poškodbe na črevesnih epitelnih celicah. Kljub 
intenzivnim raziskavam podrobnosti mehanizmov, s katerimi bakterije ter bakterijske 
komponente in metaboliti vplivajo na celično signalizacijo, še niso dobro razjasnjene. 
Poleg tega je delovanje probiotikov sevno specifično, zato so dodatne raziskave s 
področja delovanja probiotikov na nivoju molekularnih mehanizmov nujne. 
Kljub obsežnim raziskavam in dokazom o učinkovitosti probiotikov, Evropska komisija 
za varnost hrane (angl. European Food Safety Authority, EFSA) za probiotike še ni 
odobrila nobene zdravstvene trditve. Razlaga zavrnitve se največkrat nanaša na 
pomanjkanje znanstvenih dokazov o načinu delovanja in biomarkerjev. Z doktorskim 
delom smo zato želeli bolje definirati zaščitni učinek izbranih probiotičnih sevov pri 
varovanju črevesne epitelne bariere. Poleg tega smo želeli opisati signalne kaskade, ki 
jih sprožijo probiotiki preko TLR-jev in tako prispevati k boljšemu razumevanju 
njihovega delovanja, saj opisane poti predstavljajo potencialno tarčo za zdravljenje 
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črevesnih bolezni, še posebej tistih, pri katerih se patofiziologija kaže s povečano 
apoptozo in izgubo funkcije bariere. 
1.1 HIPOTEZE 
V doktorski disertaciji smo preverjali naslednji hipotezi: 
- Sevi Lactobacillus fermentum L930BB, Bifidobacterium animalis subsp. 
animalis IM386 in Lactobacillus gasseri K7 regulirajo celično signalizacijo 
preko TLR2. 
- Sevi sprožijo signalne kaskade, ki ob simulaciji vnetnih razmer vplivajo na 
stabilizacijo tesnih stikov in citoskeleta. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKROBIOTA IN MIKROBIOM ČREVESJA 
Humani mikrobiom predstavlja celokupno DNA mikroorganizmov, ki poseljujejo naše 
telo. Ta je v primerjavi z našim genetskim ozadjem ne samo večji, temveč tudi precej 
bolj variabilen. Po nekaterih ocenah je namreč samo tretjina genov humanega 
mikrobioma skupna vsem ljudem (Lloyd-Price in sod., 2016). Od tega naj bi 99,1 % 
genov pripadalo bakterijam, preostanek pa večinoma arhejam in v manjši meri 
evkariontom ter virusom (Qin in sod., 2010). Nekateri genetski elementi črevesne 
mikrobiote predstavljajo funkcionalno komplementarni genom našemu, humanemu 
genomu, saj ga dopolnjujejo z opravljanjem nekaterih osnovnih bioloških funkcij v 
črevesju. Mikrobioto našega črevesja sestavljajo trilijoni mikrobov, ki s svojim 
metabolizmom in interakcijami s črevesnimi celicami vplivajo na fiziološke procese v 
telesu, absorpcijo hranilnih snovi, dozorevanje imunskega sistema ter dovzetnost za 
različne bolezni (Gerritsen in sod., 2011). Prebavni trakt novorojenčka se z mikrobno 
združbo hitro poseli, njena sestava pa je v primerjavi z odraslimi manj kompleksna in 
variira glede na način poroda, prehrano, vključno z uživanjem prebiotikov in 
probiotikov ter zdravstveno stanje, predvsem uživanje antibiotikov (Fouhy in sod., 
2012). Fakultativni anaerobi družine Enterobacteriaceae so med prvimi 
mikroorganizmi, ki poselijo črevesje novorojenca. Z njihovim delovanjem se v črevesju 
ustvarijo anaerobne razmere, ki omogočijo poselitev striktnim anaerobom kot so 
bakterije rodu Bacteroides, Clostridium in Bifidobacterium. V primerjavi z odraslim 
človekom je mikrobiota novorojenca manj raznovrstna in jo v večji meri zastopajo 
bakterije debla Proteobacteria in Actinobacteria (Arrieta in sod., 2014; Rodríguez in 
sod., 2015). Ob koncu prvega leta imajo dojenčki že značilen individualni mikrobni 
profil. Po literaturi se podatki o dokončnem razvoju črevesne mikrobiote otrok, ki naj bi 
postala podobna mikrobioti odraslega človeka, precej razlikujejo in se gibljejo od dveh 
let do 5 let (Arrieta in sod., 2014; Rodríguez in sod., 2015; Thursby in Juge, 2017). 
Medtem, ko je začetna in zgodnja mikrobiota otrok občutljiva na zunanje vplive in 
spremenljiva, pa je mikrobna populacija odraslega zelo stabilna (Caporaso in sod., 
2011; Costello in sod., 2009) in jo v glavnem sestavljajo bakterije iz debel Firmicutes in 
Bacteroidetes, tvorijo pa jo tudi bakterije iz debel Actinobacteria, Proteobacteria, 
Verrucomicrobia in v manjši meri Fusobacteria (Eckburg in sod., 2005; Tremaroli in 
Bäckhed, 2012) (Slika 1). Večje razlike med posamezniki pa so vidne na nivoju rodu in 
vrste. Med ključne predstavnike mikrobiote odraslega spadajo bakterijske vrste, ki 
proizvajajo butirat, kot so Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis in 
Bacteroides uniformis (Qin in sod., 2010). Poleg tega so po nekaterih raziskavah, na 
podlagi prevladujočega bakterijskega rodu v črevesju, določili tudi 3 enterotipe in sicer 
enterotip 1 (Bacteroides), enterotip 2 (Prevotella) in enterotip 3 (Ruminococcus) 
(Arumugam in sod., 2011). Mikrobiota se prav tako spreminja s starostjo in se razlikuje 
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med posamezniki, na splošno pa pri starostnikih prevladujejo bakterije debla 
Bacteroidetes (Claesson in sod., 2011). Posebno pozornost posvečajo raziskovalci 
proučevanju povezav med različnimi bolezenskimi stanji in sestavo črevesne 
mikrobiote. Študije so na primer pokazale, da je črevesno vnetje povezano z manjšo 
raznolikostjo v mikrobni populaciji ter manjšim deležem in kompleksnostjo bakterij 
debel Bacteroidetes in Firmicutes (Manichanh in sod., 2006; Sokol in sod., 2006). Za 
KVČB so značilne predvsem spremembe v zastopanosti bakterij družine 
Enterobacteriaceae, Ruminococcaceae in Leuconostocaceae, medtem ko je na ravni 
rodu povečana zastopanost rodu Clostridium, znižana pa prisotnost bakterij rodu 
Roseburia, ki proizvajajo butirat, in bakterij rodu Phascolarctobacterium, ki proizvajajo 
sukcinat (Morgan in sod., 2012). Te raziskave so razjasnile, kako pomembno vlogo ima 
mikrobiota tako pri zdravem, kot tudi obolelem črevesju. Spreminjanje sestave črevesne 
mikrobiote s prebiotiki in probiotiki, rekonstitucija bakterijske populacije s fekalno 
transplantacijo ali dodajanjem protimikrobnih snovi k prehrani, postajajo novi 
preventivni in terapevtski pristopi. 
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Slika 1: Porazdelitev komenzalnih mikroorganizmov po črevesju (prirejeno po Mowat in Agace, 2014: 
4). V črevesju se nahaja več kot 500 različnih bakterijskih vrst. Vzdolž gastrointestinalnega trakta število 
komenzalnih mikroorganizmov narašča. Te bakterije koristijo kot vir energije neprebavljive vlaknine, 
kompleksne polisaharide ter druge komponente mukusa. Poleg tega pa s proizvodnjo metabolitov 
spodbujajo črevesne epitelne celice. 
Figure 1: Distribution of commensal microorganisms along the intestine (adapted from Mowat and 
Agace, 2014: 4). The intestine is the source of more than 500 different species. The number of 
commensal microorganisms increases going down the gastrointestinal tract. These bacteria use undigested 
fibre, complex polysaccharides and other components of mucus as energy source. In addition, they 
produce metabolites with which they encourage intestinal epithelial cells. 
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2.2 ČREVESNE CELICE IN FUNKCIJA BARIERE 
V črevesju so epitelne celice v enem sloju porazdeljene v obliki kript ter resic in 
ločujejo z mikroorganizmi gosto poseljeno črevesno svetlino od spodaj ležeče lamine 
proprije s številnimi imunskimi celicami (Slika 2). Površina se ves čas obnavlja s 
pluripotentnimi izvornimi celicami, ki se nahajajo v bazah kript. Več kot 80 % celic 
črevesnega epitelija je vpletenih v absorpcijo hranil, poleg tega pa izločajo 
enteroendokrine celice tudi številne hormone, ki dodatno regulirajo presnovo. Epitelne 
celice, tesno povezane z različnimi proteinskimi kompleksi, tvorijo skupaj s 
sekretornimi, Gobletovimi in Panethovimi celicami, črevesno bariero. Panethove celice 
namreč proizvajajo vrsto protimikrobnih snovi kot so defenzini ter lizocim, Gobletove 
celice pa proizvajajo mucine, ki tvorijo zaščitno plast na epiteliju in tako oboje 
preprečujejo direktni kontakt epitelija z mikroorganizmi v črevesni svetlini (Abreu, 
2010; Mowat in Agace, 2014; Peterson in Artis, 2014). 
 
Slika 2: Sestava črevesne bariere (prirejeno po Peterson in Artis, 2014: 142). Črevesno bariero sestavljajo 
plast mukusa, monosloj epitelnih celic in lamina proprija. Črevesna niša izvornih celic skrbi za 
konstantno obnovo plasti epitelnih celic. Sekretorne Gobletove in Panethove celice izločajo mukus in 
protimikrobne peptide, ki pomagajo pri vzdrževanju bariere. H krepitvi pregrade pa prispeva tudi 
sekretorni IgA. 
Figure 2: Structure of intestinal barrier (adapted from Peterson and Artis, 2014: 142). Intestinal barrier is 
composed of mucus, epithelial cell monolayer and lamina propria. The intestinal stem cell niche controls 
the continuous renewal of the epithelial cell layer. Secretory Goblet and Paneth cells secrete mucus and 
antimicrobial proteins that help maintain the barrier integrity. Further enhancement of barrier function is 
achieved by secretory IgA. 
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Poznamo več vrst celičnih stikov, ki s povezovanjem epitelnih celic med seboj 
ohranjajo epitelno bariero in regulirajo paracelično permeabilnost (Slika 3). Na najbolj 
apikalni strani se nahajajo tesni stiki, sestavljeni iz transmembranskih ter 
citoplazemskih povezovalnih proteinov, ki imajo najbolj pomembno vlogo pri 
ohranjanju bariere. Transmembranski proteini okludin, JAM (angl. junctional adhesion 
molecules), tricelulin in družina klavdinov se povezujejo s citoplazemskimi proteini ZO 
(zonula occludens: ZO-1, ZO-2 in ZO-3), ki preko PDZ (angl. PSD-95/ Discs-Large/ 
ZO-1) domene in drugih proteinov pripenjajo celoten kompleks na aktinski citoskelet. 
Okludini, klavdini in JAM pa z ekstracelularnimi zankami povezujejo 2 sosednji celici 
(Anderson in Van Itallie, 2009). Za tesnimi stiki se nahajajo adherentni stiki, ki 
mehansko zasidrajo in povežejo celice med seboj. Sestavlja jih družina integralnih 
membranskih proteinov kadherinov, ki s citoplazemskimi proteini katenini in proteini 
ZO pripenjajo celoten kompleks na aktinski citoskelet. Prav tako kot adherentni stiki, so 
tudi dezmosomi namenjeni medsebojnemu pripenjanju celic z integralnimi proteini, 
dezmokolini in dezmogleini, preko dezmoplakinov (plakofilin, plakoglobin) na 
intermediarne filamente. Dezmosomom so podobni tudi hemidezmosomi, ki pa imajo 
drugačno funkcijo, saj s transmembranskimi proteini, integrini, povezujejo bazalno 
stran epitelnih celic z lamino proprijo. Celice med seboj s pomočjo proteinov družine 
koneksinov tvorijo kanalčke, ki jih imenujemo presledkovni stiki in so namenjeni 
komunikaciji med celicami ter prenosu v vodi topnih molekul, manjših od 1 kDa, 
metabolitov, ionov in sekundarnih sporočevalcev. Na velikost kanalčkov in z njimi 
povezano signalizacijo, vpliva tudi ZO-1 (Giepmans in van IJzendoorn, 2009). 
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Slika 3: Tipi medceličnih povezav (prirejeno po Matter in Balda, 2003: 226; Tsukita in sod., 2008: 6931). 
Posnetek tesnih, adherentnih in presledkovnih stikov ter dezmosomov z elektronskim mikroskopom (A). 
Posnetek tesnih stikov na preparatih, pripravljenih z zamrzovalnim lomljenjem, s tehniko elektronske 
mikroskopije (B). Prikaz povezav tesnih in adherentnih stikov z aktinskim citoskeletom ter povezave 
dezmosomov in hemidezmosomov z intermediarnimi filamenti (C). 
Figure 3: Types of intercellular junctions (adapted from Matter and Balda, 2003: 226; Tsukita et al., 
2008: 6931). Electron microscopic images of tight, adherens and gap junctions and desmosomes (A). 
Freeze-fracture electron microscopy image of tight junction (B). Connections of tight junctions and 
adherens junctions with the actin cytoskeleton, and desmosomes and hemidesmosomes with the 
intermediate filaments (C). 
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2.2.1 Signalne poti, ki uravnavajo medcelične povezave in sodelujejo pri 
vzdrževanju črevesne epitelne bariere 
Tesne stike lahko porušijo različni škodljivi dejavniki kot so reaktivne kisikove zvrsti, 
toksini, citokini in patogeni. Povezave tesnih stikov z aktinskim citoskeletom 
uravnavajo protein-kinaze, ki so ključni znotrajcelični mediatorji prenosa signalov. 
Protein-kinaze fosforilirajo mesta na proteinu, kjer se nahajajo specifične aminokisline 
(serin, treonin, tirozin), kar povzroči hitre spremembe v aktivnosti proteinov. H 
kinazam, ki vplivajo na povezave tesnih stikov, spadajo fosfatidilinozitol 3-kinaze 
(angl. phosphatidylinositol 3-kinases, PI3Ks), z mitogeni aktivirane protein-kinaze 
(angl. mitogen-activated protein kinases, MAPKs) in kinaza lahke verige miozina (angl. 
myosin light chain kinase, MLCK) (Dörfel in Huber, 2012; González-Mariscal in sod., 
2008). 
PI3Ks so zelo pomembne pri vzdrževanju homeostaze, saj so vpletene v širok spekter 
celičnih procesov. PI3Ks fosforilirajo 3'-hidroksilno skupino fosfoinozitidov do 
fosfatidilinozitol-fosfata (angl. phosphatidylinositol-phosphate, PIP), fosfatidilinozitol-
bisfosfata (angl. phosphatidylinositol-bisphosphate, PIP2) in fosfatidilinozitol-trifosfata 
(angl. phosphatidylinositol-triphosphate, PIP3), ki se vežejo s plekstrinu homologno 
domeno različnih proteinov in tako kontrolirajo aktivnost ter lokalizacijo signalnih 
molekul (Cahill in sod., 2012). Fosfatidilinozitol 3-kinaza (angl. phosphatidylinositol 3-
kinase, PI3K) lahko vpliva na serin/treoninske kinaze kot je protein-kinaza B (angl. 
protein kinase B, PKB). PKB je poznana tudi pod imenom Akt in ima pomembno vlogo 
pri preprečevanju apoptoze, povzročene s citokini (Cantrell, 2001). Poleg tega pa se 
lahko PI3K poveže z ZO-1 in s karboksilno skupino terminalne domene okludina ter 
tako vpliva na tesnenje celotnega kompleksa (González-Mariscal in sod., 2008). 
Pomembne tarče PI3K so tudi Rac in ostale Rho hidrolaze, ki lahko vežejo in 
hidrolizirajo GTP (GTPaze) ter tako koordinirajo organizacijo aktinskega citoskeleta. 
Citoskelet namreč ne vpliva samo na integriteto epitelnih celic, ampak tudi na 
paracelični transport. Struktura cistoskeleta se razteza skozi citosol in je vpletena v 
interakcije med celicami preko adherentnih in tesnih stikov (Farhadi in sod., 2006). Pri 
regulaciji aktinskega citoskeleta se monomeri aktina (G-aktin) reverzibilno povezujejo 
in polimerizirajo ter tako oblikujejo dolge filamente (F-aktin). Hitra izgradnja in razpad 
aktinskih filamentov imata pomembno vlogo v številnih celičnih funkcijah. 
Organizacijo aktinskega citoskeleta kontrolirajo proteini, ki se vežejo z aktinom in kot 
odgovor na primerne signale vplivajo na preoblikovanje citoskeleta (Hua Li in sod., 
2012). Tako imenovani aktin-vezavni proteini (angl. actin binding proteins, ABP) pa so 
tarče PI3K in drugih signalnih poti, ki jih aktivira vezava ligandov na celične receptorje 
(Citalán-Madrid in sod., 2013). 
Družino MAPKs, serin-treonin protein-kinaz, sestavljajo trije glavni člani: c-Jun N-
terminalna kinaza (angl. c-Jun N-terminal kinase, JNK), p38 in kinaza, regulirana z 
Paveljšek D. Mehanizmi aktivacije naravne imunosti … z izbranimi probiotičnimi sevi bakterij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
11 
 
zunajceličnim signalom (angl. extracellular signal regulated kinase, ERK). Signalne poti 
MAPKs vplivajo na ekspresijo proteinov tesnih stikov, poleg tega pa lahko z direktnimi 
interakcijami regulirajo tudi fosforilacijski status teh proteinov in njihove povezave z 
aktinskim citoskeletom (Dörfel in Huber, 2012; González-Mariscal in sod., 2008). 
Kontrakcijo aktomiozinskega obroča in s tem prekinitev tesnih stikov, v veliki meri 
regulira tudi MLCK, ki fosforilira regulatorno lahko verigo miozina II (angl. myosin II 
regulatory light chain, MLC) (Slika 4). Rho družina majhnih GTPaz (RhoA, Rac in 
Cdc42) vpliva na z Rho povezane protein-kinaze (angl. Rho-associated protein kinases, 
ROCKs), ki lahko aktivirajo MLCK ter tako povzročijo povečano permeabilnost tesnih 
stikov (Matter in Balda, 2003; Ulluwishewa in sod., 2011). 
 
Slika 4: Uravnavanje paracelične permeabilnosti preko tesnih stikov (prirejeno po Matter in Balda, 2003: 
232). Na selektivno prepustnost bariere vplivajo predvsem transmembranski proteini klavdini in okludini. 
Za njihovo vezavo na aktinski citoskelet so potrebni adapterski proteini kot so zonula occludens (ZO) 
proteini. Pomemben mehanizem uravnavanja permeabilnosti je regulacija aktinskega citoskeleta s 
spreminjanjem aktivnosti fosfataze lahke verige miozina (MLCP) in kinaze lahke verige miozina 
(MLCK). To poteka preko signalizacije faktorja izmenjave nukleotida gvanin (GEF), ki aktivira majhne 
GTPaze Rho in z Rho povezano protein-kinazo (ROCK). Na sestavo in delovanje tesnih stikov lahko 
vplivajo tudi različne izoforme protein-kinaze C (PKC). 
Figure 4: Regulation of paracellular permeability through tight junctions (adapted from Matter and 
Balda, 2003: 232). Transmembrane proteins claudins and occludins participate on the selective barrier 
permeability. Their interaction with the actin cytoskeleton requires adapter proteins, such as the zonula 
occludens (ZO) proteins. Important mechanism for controlling the paracellular permeability is regulation 
of the actin cytoskeleton by changing the activities of myosin light-chain phosphatase (MLCP) and 
myosin light-chain kinase (MLCK). This is achieved by the guanine nucleotide exchange factors (GEF) 
which activate the small GTPase Rho and Rho-associated protein kinase (ROCK). Different isoforms of 
protein kinase C (PKC) also regulate tight junction assembly and function. 
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Signalne kaskade, ki vodijo do zaščite tesnih stikov, vključujejo tudi fosfolipazo C 
(angl. phospholipase C, PLC), -β in -γ, znotrajcelični kalcij in protein-kinazo C (angl. 
protein kinase C, PKC) (Farhadi in sod., 2006). Z razliko od PLCβ, PLCγ ni vpletena v 
vzdrževanje strukture tesnih stikov, lahko pa motnje v njenem delovanju privedejo do 
prekinitve tesnih stikov. Črevesne celice izražajo različne izoforme PKC, ki so 
sestavljene iz 3 glavnih skupin: konvencionalne izoforme (α, β1, β2, γ), nove izoforme 
(δ, ε, θ, η, μ) in atipične izoforme (λ, τ, ζ). Konvencionalne izoforme (cPKC) 
potrebujejo za svojo aktivacijo kalcij, diacilglicerol in fosfolipide. Nove izoforme PKC 
(nPKC) so od kalcija neodvisne, še vedno pa potrebujejo za svoje delovanje 
diacilglicerol in fosfolipide. Atipične izoforme (aPKC) pa so od kalcija in 
diacilglicerola neodvisne. Izoforme PKC-α, δ, ε, λ so vpletene v moteno delovanje 
epitelne bariere, medtem ko imajo izoforme PKC-β1, θ, ζ zaščitno delovanje za epitelno 
bariero (Farhadi in sod., 2006). Pri prenosu signala PLCγ hidrolizira PIP2, pri čemer se 
sprostita sekundarna sporočevalca (kalcij in diacilglicerol), ki aktivirata specifične 
izoforme PKC in njihovo translokacijo k membrani. Ta aktivacija PKC je vpletena v 
stabilizacijo aktomiozinskega obroča, ki povezuje citoskelet s tesnimi stiki in tako utrdi 
medcelične povezave (Seth in sod., 2008). 
2.3 IMUNSKI SISTEM ČREVESJA 
Imunski sistem v grobem delimo na naravno in pridobljeno imunost (Slika 5). Naravna 
imunost predstavlja nespecifične obrambne mehanizme, ki se aktivirajo takoj ob 
srečanju z antigenom, pri pridobljeni imunosti pa se po stiku z antigenom ustvari 
specifični imunski odziv katerega posledica je tudi imunski spomin (Iwasaki in 
Medzhitov, 2015). Imunski sistem črevesja sestavlja s črevesjem povezano limfoidno 
tkivo (gut-associated lymphoid tissue, GALT), ki ga tvorijo mezenterični limfni vozli, 
Peyerjeve ploščice, slepič in manjši limfoidni folikli, razpršeni po črevesni steni 
(Mowat in Agace, 2014). Nad limfoidnimi folikli Peyerjevih ploščic, ki se nahajajo v 
tankem črevesju, in nad mezenteričnimi limfnimi vozli ležijo celice M, ki vzorčijo 
antigene iz črevesne svetline in jih posredujejo APC kot so makrofagi in dendritične 
celice (Mabbott in sod., 2013). Makrofagi so v glavnem odgovorni za odstranjevanje 
celičnega debrija in fagocitozo patogenih mikroorganizmov, medtem ko so dendritične 
celice specializirane APC, ki regulirajo tako naravno kot tudi pridobljeno imunost 
(Peterson in Artis, 2014). Dendritične celice nato v Peyerjevih ploščicah ali 
mezenteričnih limfnih vozlih, s pomočjo poglavitnega histokompatibilnostnega 
kompleksa (angl. major histocompatibility complex, MHC) razreda II, predstavijo 
antigene celicam T in jih aktivirajo. Diferenciacijo v specifični podtip celic T pa 
narekujejo citokini, ki sprožijo transkripcijski program ter nastanek tipa efektorskih 
celic T in naravo populacije spominskih celic (Maynard in Weaver, 2009). V GALT se 
nahajajo tako spominske in citotoksične celice T kot tudi efektorske celice CD4+ T, kot 
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so celice T pomagalke (Th1, Th2, Th17) in regulatorne celice T (Treg) (Montufar-Solis 
in sod., 2007). 
 
Slika 5: Delovanje naravnega in pridobljenega mukoznega imunskega sistema (prirejeno po Romani, 
2004: 9). Naravni imunski odziv je prva obrambna linija pred infekcijami in vključuje granulocite 
(bazofilci, eozinofilci in nevtrofilci), mastocite, makrofage, dendritične celice in naravne celice ubijalke. 
Adaptivni imunski odziv pa se razvije počasneje, z večjo specifičnostjo do antigenov, poleg tega pa 
oblikuje tudi spomin. Sestavljajo ga B in T celice. Ob prepoznavi z mikrobi povezanih molekulskih 
vzorcev (MAMP) sprožijo dendritične celice dozorevanje B celic v IgA sekretorne-plazmatke in 
diferenciacijo naivnih CD4+ T celic v regulatorne T celice (Treg) in celice T pomagalke (Th). Celice Th 
nato aktivirajo B celice, privlačijo makrofage in izločajo citokine. 
Figure 5: Regulation of innate and adaptive mucosal immune system (adapted from Romani, 2004: 9). 
The innate immune response is the first line of defence against infection and includes granulocytes 
(basophils, eosinophils and neutrophils), mast cells, macrophages, dendritic cells and natural killer cells. 
The adaptive immune response shapes more slowly with increased antigenic specificity and also develops 
memory. It consists of B and T cells. In response to recognition of microbe associated molecular patterns 
(MAMP) dendritic cells induce the maturation of B cells into IgA-secreting plasma cells and the 
differentiation of naive CD4+ T cells into regulatory T (Treg) cells. Th cells than activate B cells, attract 
macrophages, and secrete cytokines. 
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Imunske celice so prisotne tudi v vezivnem tkivu črevesja oz. lamini propriji. Med njimi 
prevladujejo celice B, plazmatke in plazmablasti, prisotni pa so tudi makrofagi, 
dendritične celice in celice T (Mowat in Agace, 2014). Celice B proizvajajo v črevesju 
protitelesa, med katerimi je IgA dominantni izotip. Do sinteze IgA lahko pride z 
mehanizmi, ki so odvisni ali neodvisni od T celic (Fagarasan in sod., 2010). Produkcijo 
IgA tako izvajajo na novo aktivirane naivne celice B ali pa ta nastaja iz predhodnih 
spominskih celic B (Pabst, 2012). Sinteza IgA se prične v germinalnih centrih s 
črevesjem povezanih limfoidnih foliklov, ki omogočajo interakcijo celic B s celicami 
CD4+ T (MacPherson in sod., 2008). Celice B nato preidejo v somatsko hipermutacijo, 
med katero mutirajo geni za vezavna mesta protiteles, celice pa tudi preklopijo iz 
imunoglobulinskega razreda IgM v IgA (Gutzeit in sod., 2014). Z mutacijami si 
organizem širi repertoar protiteles razreda IgA in se tako prilagodi spremembam 
mikrobiote. Od poselitve črevesa z bakterijami ob rojstvu in naprej pri nadaljnjem 
razvoju, postaja sestava protiteles črevesnega IgA čedalje bolj pestra (Lindner in sod., 
2012). V črevesje se namreč vsak dan izloči nekaj gramov sekretornega IgA. Ta se 
lahko veže na bakterijske virulentne dejavnike in jih inaktivira, vpliva na sestavo 
črevesne mikrobiote, spodbuja transport antigenov preko črevesnega epitelija in zniža 
vnetni odziv (Mantis in sod., 2011). 
K naravnemu imunskemu sistemu prebavil spada vzdrževanje črevesne epitelne bariere, 
fagocitoza tujkov (nevtrofilci, makrofagi in dendritične celice), citotoksičnost naravnih 
celic ubijalk (natural killer cells, NK) proti okuženim ali spremenjenim celicam, 
proizvodnja vnetnih mediatorjev kot so citokini (APC in epitelne celice), predstavljanje 
antigena limfocitom T in B ter aktivacija pridobljenega imunskega sistema (Fritz in 
sod., 2008; Mowat in Agace, 2014; Peterson in Artis, 2014). Odziv na prisotno 
mikrobioto regulirajo številni receptorji naravne imunosti – receptorji za prepoznavo 
molekularnih vzorcev (PRR-ji) h katerim spadajo TLR-ji, Nod-u podobni receptorji 
(Nod-like receptors, NLR-ji), RIG-I podobni receptorji (angl. RIG-I-like receptors, 
RLR-ji) in lektinski receptorji tipa C (angl. C-type lectin receptors, CLR-ji) (Abreu, 
2010; Iwasaki in Medzhitov, 2010). PRR-ji aktivirajo nadaljnje signalne poti in naravni 
imunski odziv s proizvodnjo vnetnih citokinov, interferonov tipa 1 ter drugih 
mediatorjev. Ti procesi sprožijo takojšnjo obrambo organizma, vplivajo pa tudi na za 
antigen specifični pridobljeni imunski odziv. Za vzdrževanje homeostaze je pomembna 
delna toleranca do komenzalne mikrobiote, ki prispeva k razvoju ter edukaciji 
naravnega in pridobljenega imunskega odziva (Mantis in sod., 2011). 
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2.4 SIGNALIZACIJA TLR 
K najbolj raziskanim PRR-jem sodi družina TLR-jev, ki spadajo k transmembranskim 
proteinom in jih pri ljudeh sestavlja 10 (TLR1-TLR10) in pri miših 12 receptorjev 
(TLR1-TLR9, TLR11-TLR13). TLR-je izražajo celice naravne imunosti kot so 
dendritične celice ter makrofagi in tudi neimunske celice kot so fibroblasti ter epitelne 
celice (Kawasaki in Kawai, 2014). Prisotni so lahko tako na celični površini kot tudi na 
membranah endosomov ali drugih znotrajceličnih organelov (endoplazmatski retikulum, 
lizosomi, endolizosomi). K površinskim receptorjem spadajo TLR1, TLR2, TLR4, 
TLR5, TLR6 in TLR10, medtem ko k znotrajceličnim štejemo TLR3, TLR7, TLR8, 
TLR9, TLR11, TLR12 in TLR13 (Botos in sod., 2011). 
Vsak TLR sestavlja evolucijsko ohranjena domena receptorja Toll/interlevkin-1 (angl. 
Toll/interleukin-1 receptor domain, TIR) na citoplazemski strani, transmembranska 
domena in zunajcelična domena – ektodomena. Ektodomeno tvori več ponovitev z 
levcinom bogatih sekvenc (angl. leucine-rich repeats, LRR) in je odgovorna za 
prepoznavo ter vezavo MAMP oz. evolucijsko ohranjenih mikrobnih motivov kot so 
lipopolisaharidi, lipoproteini in nukleinske kisline (Botos in sod., 2011). Znotrajcelični 
TLR-ji prepoznajo nukleinske kisline bakterij in virusov. Površinski TLR-ji pa po 
večini prepoznajo komponente mikrobne membrane kot so lipidi, proteini in 
lipoproteini. TLR4 prepozna bakterijski lipopolisaharid (LPS). TLR2 prepozna s 
pomočjo TLR1 in TLR6 širok spekter MAMP kot so lipoproteini, peptidoglikan, 
lipotejhojska kislina, zimosan in eksopolisaharidi. TLR5 prepozna bakterijski flagelin 
(Kawasaki in Kawai, 2014). TLR10 je zaradi insercije stop kodona pri miših psevdogen, 
pri ljudeh pa je kodiran na kromosomu 4 v TLR2 klastru genov, skupaj s TLR1, TLR2 
in TLR6 ter ima vse strukturne karakteristike TLR družine (Chuang in Ulevitch, 2001). 
Kljub temu se TLR10 razlikuje od drugih TLR-jev zaradi odsotnosti klasičnih signalnih 
kaskad, ki jih navadno sprožijo TLR-ji ob vezavi liganda. Poleg tega pa je tudi edini 
TLR brez dobro definiranih signalnih poti, bioloških funkcij in ligandov. V družini 
TLR-jev je TLR10 najbolj soroden TLR1 in TLR6, ki oblikujeta heterodimere s TLR2 
(Guan in sod., 2010). 
Super-družino signalnih molekul s TIR domeno delimo v tri podskupine. Prva vsebuje 
zunajcelično imunoglobulinsko domeno, druga podskupina so TLR-ji, ki vsebujejo 
zunajcelično LRR domeno in tretja skupina so citosolni adapterji, ki pomagajo pri TLR 
signalnih kaskadah. Prenos signala TLR-jev temelji na TIR domeni. Ob prepoznavi 
MAMP se k citoplazemski domeni TLR premaknejo adapterski proteini s TIR domeno 
kot so diferenciacijski mieloidni protein 88 (angl. myeloid differentiation primary 
response protein 88, MyD88), adapter s TIR domeno, ki inducira interferon-β (angl. 
TIR-domain-containing adapter inducing interferon-β, TRIF), adapterju MyD88 
podobni protein (angl. MyD88 adapter-like, MAL), poimenovan tudi kot adapterski 
protein s TIR domeno (angl. TIR domain-containing adapter protein, TIRAP), in TRIF-
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u sorodna adapterska molekula (angl. TRIF-related adapter molecule, TRAM) (Slika 6). 
Posamezni TLR-ji različno privabijo adapterske molekule s TIR domeno, zato 
signalizacijo TLR delimo v MyD88 odvisne in TRIF odvisne poti. Te s pomočjo 
transkripcijskih faktorjev, nuklearni faktor kapa B (angl. nuclear factor kappa B, NF-
κB), AP-1 in interferon-regulatorni faktor (angl. interferon regulatory factor, IRF), 
regulirajo ekspresijo citokinov, kemokinov in interferonov (IFN) tipa I. Pri MyD88 
odvisni signalizaciji TIRAP pripelje MyD88 do TIR domene TLR-jev, kjer z družino 
kinaz, povezanih z receptorjem IL-1 (angl. IL-1 receptor-associated kinase, IRAK) 
oblikuje kompleks – midosom (Lin in sod., 2010). Med oblikovanjem midosoma 
IRAK4 aktivira IRAK1, ki se sprosti ter fosforilira faktor povezan s TNF-receptorjem 
(angl. TNF receptor associated factor, TRAF) 6. Ta sproži poli-ubikvintinacijo 
kompleksa s transformirajočim rastnim faktorjem beta-aktivirano kinazo 1 (angl. 
transforming growth factor beta-activated kinase 1, TAK1). TAK1 zatem sproži 
signalne kaskade MAPKs, ki regulirajo aktivacijo družine transkripcijskih faktorjev AP-
1, ali pa aktivira inhibitorni kapa B (IκB)-kinazni kompleks (IKK), ki ga sestavljata 
katalitični podenoti IKKα in IKKβ ter regulatorna podenota IKKγ (NEMO). Pri tej 
signalni poti TAK1 fosforilira IKKβ in aktivira celoten kompleks, ki nato fosforilira 
NF-κB inhibitorni protein IκB. Tega nato razgradi proteasom, NF-κB pa se sprosti in se 
sedaj lahko premakne v jedro, kjer sproži transkripcijo genov za vnetne citokine (Chen, 
2012). Adapter MyD88 sodeluje pri signalizaciji vseh TLR-jev razen TLR3, medtem ko 
TRIF signalno pot uporabljata samo TLR4 in TLR3. TRIF pot z aktivacijo IRF-3, NF-
κB in MAPKs spodbudi izražanje IFN tipa I in vnetne citokine. Pri TRIF odvisni poti se 
k TLR4 signalizaciji za pomoč pri vezavi TRIF priključi tudi TRAM, TLR3 pa se veže 
s TRIF direktno in reagira s TRAF6 in TRAF3. TRAF6 privabi z receptorjem povezano 
serin/treonin-protein-kinazo 1 (angl. receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 
1, RIPK1), ki aktivitra TAK1 kompleks in vodi v NF-κB in MAPKs signalne kaskade. 
Poleg tega pa TRAF3 privabi z IKK-povezane kinaze TBK1, IKKi in IKKγ, ki 
fosforilirajo IRF3 in tako inducirajo transkripcijo genov za IFN tipa I (Kawai in Akira, 
2010). Pri regulaciji signalizacije je zelo pomembna lokalizacija TLR, poleg tega pa se 
tudi signalne kaskade, ki se sprožijo po TLR prepoznavi liganda, med celičnimi tipi 
razlikujejo ter tako vplivajo na obliko naravnega imunskega odziva (Kawasaki in 
Kawai, 2014). 
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Slika 6: Signalne poti in regulacija humanih Toll-u podobnih receptorjev (TLR) (prirejeno po Joosten in 
sod., 2016: 3). Akt – protein-kinaza B, CREB – vezavni protein odzivnega elementa za cAMP, IKK – 
inhibitorni kapa B (IκB)-kinazni kompleks, IL-1Ra – interlevkin-1 receptor antagonist, IRAK – kinaze, 
povezane z receptorjem IL-1, IRF – interferon-regulatorni faktor, JNK – c-Jun N-terminalna kinaza, 
MAL – adapterju MyD88 podobni protein, MKK – kinaza z mitogeni aktivirane protein-kinaze, MyD88 – 
diferenciacijski mieloidni protein 88, NF-κB – nuklearni faktor kapa B, PI3K – fosfatidilinozitol 3-
kinaza, TAK1 – s transformirajočim rastnim faktorjem beta-aktivirana kinaza 1, TANK – aktivator NF-
κB, povezan z družino TRAF, TBK – kinaza, ki veže TANK, TIR – domena receptorja Toll/interlevkin-1, 
TRAF – faktor povezan s TNF-receptorjem, TRAM – TRIF-u sorodna adapterska molekula, TRIF – 
adapter s TIR domeno, ki inducira interferon-β. 
Figure 6: Signalling pathways and regulation of human Toll-like receptors (TLR) (adapted from Joosten 
et al., 2016: 3). Akt – protein kinase B, CREB – cAMP response element-binding protein, IKK – 
inhibitory kappa B (IκB)-kinase complex, IL-1Ra – interleukin-1 receptor antagonist, IRAK – IL-1 
receptor-associated kinase, IRF – interferon regulatory factor, JNK – c-Jun N-terminal kinase, MAL – 
MyD88 adapter-like, MKK – mitogen-activated protein kinase kinase, MyD88 – myeloid differentiation 
primary response protein 88, NF-κB – nuclear factor kappa B, PI3K – phosphatidylinositol 3-kinase, 
TAK1 – transforming growth factor beta-activated kinase 1, TANK – TRAF family member-associated 
NF-κB activator, TBK – TANK-binding kinase, TIR – Toll/interleukin-1 receptor domain, TRAF – TNF 
receptor associated factor, TRAM – TRIF-related adapter molecule, TRIF – TIR-domain-containing 
adapter inducing interferon-β. 
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2.4.1 Poddružina TLR1/TLR2/TLR6/TLR10 
S pomočjo kristalografije so določili strukturo kompleksa TLR1/TLR2 in TLR2/TLR6 z 
vezanim lipopeptidnim ligandom (Jin in sod., 2007; Kang in sod., 2009). Odkrili so, da 
imajo, z razliko od drugih TLR-jev, ektodomene TLR1 in TLR2 žepek za vezavo 
liganda na konveksni strani. Ta žepek je obdan s hidrofobnimi ostanki in lahko sprejme 
daljše lipidne verige lipopeptidnih ligandov. Triacilirani peptidni ligand Pam3Cys-SK4 
(PAM3) povezuje ektodomeni TLR1 in TLR2 z estersko vezavo dveh palmitoilnih 
skupin v TLR2 žepku in z enoverižno amidno vezavo palmitoilne verige v TLR1 žepku. 
TLR1 in TLR2 se poleg tega povežeta tudi z glavo PAM3 in oblikujeta vodikove vezi z 
glicerolom in peptidnim delom molekule. Ob prepoznavi PAM3 se TLR1 in TLR2 
povezujeta med seboj še s številnimi vodikovimi vezmi na dimerizacijski površini in 
hidrofobnimi interakcijami v bližini vezavnih žepkov (Jin in sod., 2007). Interakcije 
ligand-protein in protein-protein povzročijo približevanje C-terminalne regije 
ektodomen blizu skupaj, kar privede do dimerizacije TIR domen na citoplazemski strani 
in pričetek signalizacije. V primerjavi s TLR1/TLR2 kompleksom pa TLR2/TLR6 
kompleks prepozna diacilirane ligande kot je Pam2Cys-SK4 (PAM2). Ta ligand se 
razlikuje od PAM3 po odsotnosti lipidne verige, ki se veže v hidrofobni žepek TLR1. 
Pri TLR2/TLR6 kompleksu se dve lipidni verigi PAM2 vežeta v TLR2 hidrofobnem 
žepku, peptidni del pa oblikuje številne vodikove vezi s TLR2 in TLR6. Območje 
hidrofobnih interakcij na dimerizacijski površini je za 80 % večje kot pri TLR1/TLR2 
kompleksu (Kang in sod., 2009). Lipotejhojska kislina je glikolipid v membrani po 
Gramu pozitivnih bakterij in vsebuje diacilirane glicerolne skupine, ki imajo glede na 
vrsto bakterij različno afiniteto do TLR2. Z razliko od lipopeptidnih ligandov, 
lipotejhojska kislina ne spodbudi nastanka mreže vodikovih vezi med TLR2 in TLR1 ali 
TLR6 (Han in sod., 2003). 
Filogenetske analize so pokazale, da je TLR10 del družine receptorjev TLR1. V 
primerjavi s signalizacijo TLR1/TLR2 ter TLR2/TLR6 in drugih TLR-jev pa je TLR10 
negativni regulator signalizacije TLR in ima zato pomembno vlogo pri uravnavanju 
imunskega odziva (Jiang in sod., 2016; Oosting in sod., 2014). V prvih študijah o 
njegovem inhibitornem delovanju so dokazali, da je TLR10, v sodelovanju s TLR2, 
sposoben vezave TLR1/TLR2 liganda PAM3 (Guan in sod., 2010). Nastali dimer lahko 
privabi MyD88, vendar pa v nadaljevanju ne pride do klasične signalizacije TLR, ki 
vključuje transkripcijsko aktivacijo NF-κB, interlevkina (IL)-8 in IFN-β. TLR10 
inhibira tako signalizacijo kompleksa TLR1/TLR2 kot tudi TLR2/TLR6 in tako 
uravnava imunski odziv na širok spekter mikrobnih lipidov in bakterijskih lipoproteinov 
(Oosting in sod., 2014). 
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2.4.2 Negativna regulacija signalizacije TLR 
Nekontrolirana aktivacija signalizacije TLR lahko vodi do kroničnih avtoimunskih 
bolezni. Zato je uravnavanje odzivov, odvisnih od TLR, zelo pomembno za ustrezno 
delovanje imunskega sistema. K negativnim regulatorjem spadajo različne alternativne 
spojitvene variante (angl. splice variant) adapterjev ali njim sorodnih proteinov, 
ubikvitin-ligaze, deubikvitinaze, transkripcijski regulatorji in mikro-RNA (Kawai in 
Akira, 2010). Regulacija TLR se tako pojavlja na več ravneh in vključuje številne 
proteine kot so: enojni-Ig receptor, povezan z IL-1 (angl. single-Ig IL-1-related receptor, 
SIGIRR); receptor-γ, aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem (angl. peroxisome 
proliferator activated receptor-γ, PPARγ); A20; ST2; IRAK-M; s Toll-om sodelujoči 
protein (angl. Toll-interacting protein, TOLLIP); aktivator NF-κB, povezan z družino 
TRAF (TRAF family member-associated NF-κB activator, TANK). SIGIRR inhibira od 
MyD88 odvisno signalizacijo tako, da prepreči disociacijo signalnih molekul iz 
receptorskega kompleksa, moti pa tudi aktivacijo IRAK in TRAF6 ter nadaljnjo 
aktivacijo signalne poti (Kawasaki in Kawai, 2014). PPARγ vpliva na negativno 
regulacijo NF-κB (Eun in sod., 2006). A20 vpliva na RIP1 in TRAF6 in s tem zmanjša 
aktivacijo NF-κB (Kawai in Akira, 2010). Transmembranski receptor ST2 prestreže 
adapterske proteine MyD88 in MAL ter zavre aktivacijo NF-κB, ki jo je povzročila 
signalizacija preko IL-1RI, TLR2, TLR4 ter TLR9, ne pa aktivacije NF-κB, ki jo je 
povzročila signalizacija preko TLR3 (Brint in sod., 2004). IRAK-M negativno regulira 
IL-1–TLR signalizacijo tako, da inhibira disociacijo signalnih molekul iz receptorskega 
kompleksa (Kawasaki in Kawai, 2014). TOLLIP prepreči fosforilacijo in aktivnost 
IRAK in tako inhibira signalizacijo TLR2 in TLR4 (Zhang in Ghosh, 2002). TANK 
vpliva na ubikvintacijo TRAF6. Signalizacijo preko TLR pa lahko regulirajo tudi 
nekatere sekretorne komponente, kot je IL-10 (Kawasaki in Kawai, 2014). 
V nedavnih raziskavah so dokazali inhibitorni vpliv TLR10 na TLR2 ter opisali 
naslednje možne mehanizme delovanja pri inhibiciji: kompeticija za ligande in 
koreceptorje, oblikovanje heterodimer s TLR2 ter porast koncentracije protivnetnega 
citokina IL-1Ra preko PI3K/Akt (Oosting in sod., 2014). Signalizacija preko TLR lahko 
tako poleg aktivacije transkripcijskih faktorjev NF-κB, AP-1 in IRF aktivira tudi PI3K, 
ki vpliva na apoptozo, proliferacijo in sintezo proteinov. Signalizacija TLR preko 
PI3K/Akt poteka s pomočjo adapterja PIK3AP1, ki se poveže s TLR signalnimi 
adapterji MyD88 in TIRAP ter inhibira aktivacijo NF-κB in MAPKs (Cario, 2008; 
Oosting in sod., 2014). Poleg tega so v nadaljnjih študijah ugotovili, da lahko TLR10 
inhibira vpliv še nekaterih drugih TLR-jev, tako pri signalnih poteh odvisnih od MyD88 
kot odvisnih od TRIF (Jiang in sod., 2016). 
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2.4.3 Signalizacija TLR2 pri vzdrževanju funkcije bariere 
Signalizacija preko TLR2 v črevesnem epiteliju poteka preko PI3K/Akt poti in obenem 
inhibira MAPKs/NF-κB signalno kaskado ter tako zagotovi vsesplošno toleranco do 
komenzalov na mukozni barieri. V odsotnosti TLR2 pride pri črevesnih celicah do 
neustrezne PI3K/Akt signalizacije in motenj v medceličnem pritrjevalnem kompleksu. 
To vodi v povečano apoptozo in odlepljanje kolonocitov ter posledično večjo 
permeabilnost epitelne bariere in vnetje mukoze (Cario in sod., 2007). Stimulacija 
TLR2 pa lahko ob delovanju stresnih dejavnikov prepreči tudi internalizacijo proteina 
tesnih stikov ZO-1 oz. njegovo translokacijo v notranjsot celice. Protein ZO-1 namreč 
povezuje klavdin in okludin z aktomiozinskim obročem epitelne celice. Njegova 
lokalizacija na apikalni membrani tako pomaga ohranjati funkcijo bariere (Cario in sod., 
2007). Stimulacija TLR2, ki vpliva na ZO-1 in s tem vzdržuje tesnilne funkcije tesnih 
stikov, poteka preko aktivacije specifičnih izoform PKC. Aktivacija PKC vpliva na 
fosforilacijski status PKC, stopnjo encimske aktivnosti in stopnjo celične translokacije 
iz citosola proti membrani. PKC lahko aktivirajo različne molekule, od njihovih 
značilnosti/lastnosti pa je odvisno ali bo aktivacija specifičnih izoform pri črevesnih 
epitelnih celicah povečala ali zmanjšala prepustnost monosloja (Cario in sod., 2004). 
Funkcijo epitelne bariere preko TLR2 povečajo konvencionalne izoforme PKC z 
vplivom na ZO-1 (Cario in sod., 2007). 
2.5 PROBIOTIKI IN NJIHOV VPLIV NA FUNKCIONALNOST ČREVESNE 
BARIERE TER CELIČNO SIGNALIZACIJO 
Probiotiki so živi mikroorganizmi, ki imajo koristne učinke na zdravje gostitelja, kadar 
jih ta zaužije v zadostnem številu (FAO/WHO, 2001). Veliko objavljenih raziskav 
opisuje vlogo probiotičnih sevov pri lajšanju KVČB, diareji, zaprtju, sindromu 
razdražljivega črevesja in boleznih jeter (Wolvers in sod., 2010). Njihovo delovanje 
povezujejo z uravnavanjem delovanja imunskega sistema, izboljšanjem integritete 
črevesne bariere, vplivom na črevesno mikrookolje in izločanjem metabolitov, ki 
blagodejno vplivajo na gostitelja (Wohlgemuth in sod., 2010). Zdravje gostitelja je v 
veliki meri odvisno od funkcionalnosti črevesne bariere, ta pa od črevesnih epitelnih 
celic, ki z medsebojnimi interakcijami in vplivom na spodaj ležeče imunske celice, 
opravljajo funkcijo bariere in imuno-modulacije. Signalne poti v epitelnih celicah lahko 
stimulirajo mikrobna celica, posamezni sestavni deli mikrobov ali pa mikrobne 
sekretorne molekule (Lebeer in sod., 2010) (Slika 7). Vpliv probiotikov tako ni omejen 
le na žive bakterije, ampak vključuje uravnavanje celične homeostaze tudi z mikrobno 
DNA, topnimi proteini, komponentami celične stene in metaboliti (Adams, 2010). 
Kronično vnetje je pogosto povezano s spremembami v strukturi tesnih stikov in 
funkciji bariere, ki omogočajo prehod mikrobnih antigenov do celic črevesnega 
limfatičnega tkiva (Stecher in Hardt, 2008). Motnje v regulaciji imunskega odziva na 
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normalno črevesno mikrobioto prispevajo k patogenezi KVČB pri genetsko dovzetnih 
posameznikih (Khor in sod., 2011). Pri pacientih s KVČB vnetni citokini kot so tumor 
nekrozni faktor alfa (angl. tumor necrosis factor alpha, TNF-α), IFN-γ, IL-13 in IL-1β 
povečajo epitelno permeabilnost in tako še poslabšajo vnetje (Neurath, 2014). 
 
Slika 7: Signalne poti, ki jih sprožijo probiotiki v črevesnih epitelnih celicah (prirejeno po Lebeer in sod., 
2010: 175). Probiotične bakterije vzpostavijo kontakt s črevesnimi epitelnimi celicami preko različnih 
molekul kot so flagelin, sekretorni proteini, lipotejhojska kislina (LTA), lipopolisaharidi (LPS), s celično 
steno povezani polisaharidi (CPS) in peptidoglikan (PG). Dostopnost receptorjem za prepoznavo 
molekularnih vzorcev (PRR) se med temi molekulami razlikuje, saj mora pri nekaterih priti do sekrecije, 
odcepljanja od celične stene ali hidrolize. Poleg tega pa pri vezavi s PRR sodelujejo tudi različni 
koreceptorji in adapterske molekule, ki dodatno uravnavajo prenos signala. Signalne kaskade vodijo do 
aktivacije transkripcijskih faktorjev, ki spodbudijo proti-apoptotski učinek, regulacijo tesnih stikov (TJ), 
proizvodnjo citokinov in protimikrobnega β-defenzina 2 (BD2). Akt – protein-kinaza B, EGFR – receptor 
za epidermalni rastni faktor, MAMP – molekulski vzorci, značilni za mikrobe, MDP – muramil dipeptid, 
NF-κB – nuklearni faktor kapa B, Nod – oligomerizacijska domena, ki veže nukleotid, PEPT – apikalni 
peptidni transporter, PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza, PKC – protein-kinaza C, TIR – domena receptorja 
Toll/interlevkin-1, TLR – Toll-u podobni receptor. 
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Figure 7: Probiotic signalling events in intestinal epithelial cells (adapted from Lebeer et al., 2010: 175). 
Probiotic bacteria can interact with intestinal epithelial cells using various molecules such as flagellin, 
secretory proteins, lipoteichoic acid (LTA), lipopolysaccharides (LPS), cell wall-associated 
polysaccharides (CPS) and peptidoglycan (PG). The accessibility of these molecules for the pattern 
recognition receptors (PRR) varies because some of them need to be secreted, shed from the bacterial cell 
wall or hydrolysed. In addition, binding to PRR is associated with various co-receptors and adapter 
molecules that further fine-tune signal transduction. Signalling cascades lead to activation of transcription 
factors that promote anti-apoptotic effect, regulation of tight junctions (TJ), induce production of 
cytokines and β-defensin 2 (BD2). Akt – protein kinase B, EGFR – epidermal growth factor receptor, 
MAMP – microbe associated molecular patterns, MDP – muramyl dipeptide, NF-κB – nuclear factor 
kappa B, Nod – nucleotide-binding oligomerization domain, PEPT – apical peptide transporter, PI3K – 
phosphatidylinositol 3-kinase, PKC – protein kinase C, TIR – Toll/interleukin-1 receptor domain, TLR – 
Toll-like receptor. 
2.5.1 Mehanizmi delovanja probiotičnih sevov bakterij na črevesno bariero 
Do sedaj poznani mehanizmi, s katerimi probiotiki vplivajo na krepitev in 
funkcionalnost črevesne epitelne bariere, so sledeči (Ohland in MacNaughton, 2010): 
- Kompetitivno izločanje potencialno škodljivih mikroorganizmov in spodbujanje 
epitelnih celic gostitelja k povečanem izločanju mukusa. 
- Stimulacija epitelnih celic gostitelja k povečanem izločanju citoprotektivnih 
molekul. 
- Inhibicija apoptoze enterocitov. 
- Vpliv na proteine tesnih stikov. 
2.5.1.1 Kompetitivno izločanje in sekrecija mukusa 
Probiotiki tekmujejo z drugimi mikroorganizmi za vezavna mesta na črevesnih epitelnih 
celicah. Nekateri sevi laktobacilov imajo pile, ki omogočajo lažjo vezavo na mukus in 
tako povečajo zmožnost kolonizacije (Lebeer in sod., 2010). Probiotiki pa lahko 
inducirajo tudi sekrecijo mukusa, ki prav tako pomaga pri preprečevanju adhezije 
patogenih bakterij (Wohlgemuth in sod., 2010). 
2.5.1.2 Citoprotektivne molekule 
Probiotiki lahko vplivajo na epitelno bariero tako, da spodbudijo proizvodnjo 
citoprotektivnih molekul. Primer teh molekul so proteini toplotnega šoka (angl. heat 
shock protein, Hsp), ki se v celici sintetizirajo pod vplivom stresnih dejavnikov in 
pomagajo ohranjati celično homeostazo (Segawa in sod., 2011). Takšen mehanizem 
delovanja je poznan pri sevu L. rhamnosus LGG (LGG), ki izloča kislinsko in toplotno 
odporen peptid z nizko molekularno maso. Ta v črevesnih epitelnih celicah z aktivacijo 
MAPKs signalnih poti (p38 in JNK) inducira izražanje genov za sintezo proteinov 
toplotnega šoka (Tao in sod., 2006). 
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2.5.1.3 Zmanjšanje apoptoze enterocitov 
Probiotiki lahko z zmanjšanjem apoptoze preprečijo poškodbe, ki jih povzročijo citokini 
in oksidanti, ter tako prispevajo k integriteti epitelne bariere in odpornosti proti 
patogenim mikroorganizmom. K proti-apoptotskim signalnim potem spadata predvsem 
PI3K/Akt in ERK/MAPK. Nasprotno od ERK pa ostali člani družine MAPKs, JNK in 
p38, delujejo kot apoptotske signalne poti (Yan in Polk, 2002). Yan in sod. (2007) so 
ugotovili, da sekretorna proteina LGG (p75, p40) inhibirata apoptozo epitelnih celic in 
sicer preko aktivacije proti-apoptotske PI3K/Akt poti in inhibicije apoptotske 
p38/MAPK poti. 
2.5.1.4 Vpliv na proteine tesnih stikov 
Veliko proučevanih probiotičnih sevov vpliva na spremembe v izražanju ali lokalizaciji 
proteinov tesnih stikov tako v in vitro, kot tudi v in vivo modelih. Za seva Streptococcus 
thermophilus ATCC19258 in L. acidophilus ATCC4356 so ugotovili, da zvišata 
transepitelno električno upornost (TEER) pri HT-29 in Caco-2 celični liniji. Zvišana 
vrednost TEER je posledica ohranjene oziroma povišane stopnje fosforilacije proteinov 
tesnih stikov, pri čemer sodelujejo p38, ERK in PI3K (Resta-Lenert in Barrett, 2003; 
Resta-Lenert in Barrett 2006). Tudi L. rhamnosus CGMCC 1.3724 in B. lactis CNCM I-
3446 utrdita pregrado s povišanjem fosforilacije ZO-1 in okludina (Mathias in sod., 
2010). Poleg živih mikroorganizmov lahko odpornost epitelijske bariere povečajo tudi 
nekatere mikrobne molekule, kot na primer bioaktivni peptidi in eksopolisaharidi 
(Ewaschuk idr., 2008; George Kerry idr., 2018). Ewaschuk in sod. (2008) so dokazali, 
da metaboliti seva B. infantis (sev iz probiotičnega preparata VSL#3) zmanjšajo sintezo 
proteina klavdin-2 (ta povzroči večjo permeabilnost) ter povečajo sintezo proteinov ZO-
1, klavdin-4 in okludin. Ugotovili so, da prisotnost metabolitov poviša stopnjo 
fosforilacije ERK1/2 in zniža stopnjo fosforilacije p38. V raziskavi Donato in sod. 
(2010) so ugotovili, da sev LGG z vplivom na NF-κB signalno pot inhibira delovanje 
vnetnih citokinov IFN-γ in TNF-α. Zaščitno delovanje seva LGG v povezavi z IFN-γ in 
TNF-α se je kazalo tudi na nivoju tesnih stikov, saj je LGG preprečil s citokini 
povzročeno porušenje strukture ZO-1. Za vnetna citokina IFN-γ in TNF-α je namreč 
znano, da zmanjšata ekspresijo genov za proteina okludin in ZO-1 (Mankertz in sod., 
2009). 
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2.5.2 Že dokazani zaščitni vplivi sevov, vključenih v raziskavo 
Za sev L. gasseri K7 (K7) so dokazali, da izpolnjuje osnovne lastnosti za probiotične 
seve (Bogovič Matijašić in sod., 2003; Bogovič Matijašić in Rogelj, 2000). Poleg tega 
je dodatek seva K7 k makrofagni celični liniji THP-1, stimulirani z LPS, zmanjšal 
izločanje vnetnih citokinov IL-8, IL-6 in TNF. Njegovo zaščitno delovanje proti 
enterotoksigeni Escherichia coli je bilo potrjeno na celičnem modelu Caco-2 in na 
miših (Bogovič Matijašić in sod., 2006; Sagaya in sod., 2014). Sev K7 je povečal tudi 
TEER monosloja črevesnih epitelnih celic Caco-2, in zmerno zadržal padec TEER pri 
celicah s forbol-dibutiratom (PDB) porušenimi celičnimi stiki (Mavrič in sod., 2014). 
Seva L. fermentum L930BB in B. animalis subsp. animalis IM386 sta v predhodnih 
poskusih prav tako pokazala različne osnovne probiotične lastnosti. V poskusih in vitro 
na celicah THP-1 pa so dokazali tudi proti-vnetni vpliv sevov ob sočasni stimulaciji 
celic THP-1 z LPS (Čitar in sod., 2015). Genom seva Lactobacillus plantarum WCSF1 
(WCSF1) je bil prvi objavljeni genom rodu Lactobacillus (Kleerebezem in sod., 2003). 
Karczewski in sod. (2010) so ugotovili, da lahko sev WCSF1 pomaga vzdrževati 
integriteto črevesne epitelne bariere preko TLR2. V isti študiji so prav tako dokazali, da 
sev vpliva na stabilno organizacijo proteinov tesnih stikov. V našo študijo smo ga 
vključili kot kontrolo pri proučevanju signalnih poti in pri primerjavi signalizacije s sevi 
K7, L930BB in IM386. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 REAGENTI 
- Glicerol (Merck, Nemčija) 
- Trdno gojišče de Man, Rogosa in Sharpe (MRS) (Merck, Nemčija) 
- Tekoče gojišče MRS (Merck, Nemčija) 
- Tripan modro (Merck, Nemčija) 
- Penicilin/streptomicin (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Gojišče Dulbeccov modificiran Eaglov medij (angl. Dulbecco's Modified Eagle 
Medium, DMEM) (Gibco, ZDA) 
- Brezbarvno gojišče DMEM (Gibco, ZDA) 
- Tripsin-etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid, 
EDTA) (Sigma, ZDA) 
- Serum govejega zarodka (angl. fetal bovine serum, FBS) (Gibco, ZDA) 
- Gojišče McCoy 5a (Gibco, ZDA) 
- Fosfatni pufer s soljo (angl. phosphate buffered saline, PBS) (Gibco, ZDA) 
- Pufer za radioimunoprecipitacijsko analizo (angl. radioimmunoprecipitation 
assay, RIPA) (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Ultra čista voda 
- Pufer tris-acetat-EDTA (TAE) 
- Etidijev bromid 
- Dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma, ZDA) 
- Transfekcijski reagent polietilenamin (PEI) (Kemijski inštitut) 
- Pasivni lizirni pufer (Promega, ZDA) 
- PAM2 (Invivogen, ZDA) 
- PAM3 (Invivogen, ZDA) 
- Flagelin bakterije Salmonella typhimurium (SaTy) (Kemijski inštitut) 
- Oligodeoksinukleotidi s CpG motivi (CpG-ODN) (Invivogen, ZDA) 
- Inhibitor LY294002 (Invivogen, ZDA) 
- Inhibitor PAb hTLR2 (Invivogen, ZDA) 
- Inhibitor PKC Gӧ6983 (Sigma, ZDA) 
- Kamptotekin (angl. camptothecin, CPT) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- 3 kDa fluorescein izotiocianat (angl. fluorescein isothiocyanate, FITC) 
-dekstran (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- H2O2 (Merck, Nemčija) 
- IFN-γ (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- TNF-α (Gibco, ZDA) 
- IL-1β (R&D Systems, ZDA) 
- 16 % raztopina paraformaldehida (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Triton-X100 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
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- Pritrditveni pufer (Ibidi, Nemčija) 
- Proteazni inhibitorji (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Fosfatazni inhibitorji (Merck Millipore, Nemčija) 
- Goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin, BSA) (Sigma, ZDA) 
- Proteinska lestvica PageRuler™ (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- I-BLOCK (Applied Biosystems, ZDA) 
- Tween 20 (Merck, Nemčija) 
- Kemiluminiscentni substrat ECL za detekcijo aktivnosti hrenove peroksdaze 
(GE Healhcare, Velika Britanija) 
- Občutljiv kemiluminiscentni substrat Femto za detekcijo nizkih aktivnosti 
hrenove peroksdaze (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
3.1.1 Kompleti reagentov 
- Reagent TRI® za izolacijo RNA (Sigma, ZDA) 
- DNaza I (Invitrogen, ZDA) 
- Komplet reagentov za reverzno transkripcijo z inhibitorjem za RNazo (High 
capacity cDNA reverse transcription kit with RNase Inhibitor; Applied 
Biosystems, ZDA) 
- Komplet reagentov za PCR (FastStart Universal SYBR Green Master; Roche, 
Švica) 
- ELISA Ready-SET-Go!® (eBioscience, ZDA) 
- Komplet reagentov za detekcijo apoptoze (Annexin V Apoptosis Detection Kit 
eFluor™ 450; Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
3.2 LABORATORIJSKA OPREMA 
- Naprava za določanje koncentracije RNA 2100 Bioanalyzer (Agilent, ZDA) 
- Platforma Affymetrix GeneChip® Mouse Gene 2.0 ST (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) 
- Hibridizacijska pečica (Affymetrix, ZDA) 
- Naprava za spiranje in barvanje mikročipov GeneChip Fluidic Station 450 
(Affymetrix, ZDA) 
- Naprava za skeniranje mikročipov GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, 
ZDA) 
- Naprava za poliakrilamidno gelsko elektroforezo in moker prenos proteinov na 
membrano (Biorad, ZDA) 
- Nitrocelulozne membrane Hybond ECL (GE Healhcare, Velika Britanija) 
- Naprava za agarozno gelsko elektroforezo (Biorad, ZDA) 
- Čitalec mikrotiterskih plošč Synergy MX (Tecan, Švica) 
- Inkubator (Kambič, Slovenija) 
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- CO2 inkubator za celične linije (Binder, Nemčija) 
- Brezprašna komora 
- Centrifuga Hettich Universal 320 (DJB Labcare, Velika Britanija) 
- Termoblok Thermomixer (Eppendorf, Nemčija) 
- Posode za anaerobno gojenje (BioMérieux, Francija) 
- Generatorji atmosfere GENbox anaer (BioMérieux, Francija) 
- Filtrna naprava Amicon® (Merck Milipore, Nemčija) 
- Filter z 0,2 μm velikostjo por Minisart (Merck, Nemčija) 
- Fotoaparat za slikanje gelov (Canon, Japonska) 
- Svetlobni mikroskop (Euromex, Nizozemska) 
- Posodice in plošče za gojenje celičnih linij (TPP, Švica) 
- Plošče z 8-imi vdolbinicami za mikroskopiranje (Ibidi, Nemčija) 
- Plošče s polprepustnimi membranami Transwell® (Corning, ZDA) 
- Naprava za avtomatsko štetje celic Countess (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Pretočni citometer CyFlow (Sysmex Partec, Nemčija) 
- Konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 (Leica Mycrosystems, Nemčija) 
- Naprava za slikanje membran G-box (Syngene, Indija) 
- Spektrofotometer NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Luminometer Orion (Berthold Technologies, Nemčija) 
- Millicell® ERS-2 Volt-Ohm Meter (Merck Millipore, Nemčija) 
- Naprava za qRT-PCR LC480 LightCycler (Roche, Švica) 
- Ciklični termostat Mastercycler Gradient (Eppendorf, Nemčija) 
3.3 BAKTERIJSKI SEVI IN CELIČNE LINIJE 
3.3.1 Bakterijski sevi in njihovo gojenje 
 Lactobacillus gasseri K7 (K7) je izolat iz blata teden dni starega dojenčka. 
Izolirali so ga na Katedri za mlekarstvo, Oddelka za zootehniko, Biotehniške 
fakultete (BF), Univerze v Ljubljani (UL). Sev je deponiran v zbirki 
mikroorganizmov na Inštitutu za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za 
zootehniko, BF UL pod oznako IM105 in v češki zbirki mikroorganizmov 
(Czech Collection of Microorganisms) pod oznako CCM7710. Za sev so 
dokazali probiotične lastnosti tako in vitro kot tudi in vivo. 
 Lactobacillus fermentum L930BB (L930BB) je izolat iz biopsijskih vzorcev 
mukoze 14 let starega fanta. Izolirali so ga na Katedri za mlekarstvo, Oddelka za 
zootehniko, BF UL. Sev je deponiran v zbirki mikroorganizmov na Inštitutu za 
mlekarstvo in probiotike, BF UL pod oznako L930BB in v Leibniz-Institut-
DSMZ pod oznako 26139. Za sev so dokazali številne probiotične lastnosti, med 
Paveljšek D. Mehanizmi aktivacije naravne imunosti … z izbranimi probiotičnimi sevi bakterij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
28 
 
drugim tudi vpliv na povišano izražanje protivnetnega citokina IL-10 in 
zmanjšano izražanje vnetnega citokina IL-6 pri celični liniji THP-1. 
 Bifidobacterium animalis subsp. animalis IM386 (IM386) je izolat iz biopsijskih 
vzorcev mukoze 14 let starega fanta. Izolirali so ga na Katedri za mlekarstvo, 
Oddelka za zootehniko, BF UL. Sev je deponiran v zbirki mikroorganizmov na 
Inštitutu za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za zootehniko, BF UL pod 
oznako IM386 in v Leibniz-Institut-DSMZ pod oznako 26137. Za sev so 
dokazali različne probiotične lastnosti, kot je vpliv na povišano izražanje 
protivnetnega citokina IL-10 pri celični liniji THP-1. 
 Lactobacillus plantarum WCFS1 (WCFS1) je izolat iz človeške sline in je eden 
izmed bolj raziskanih laktobacilov s področja ohranjanja črevesne epitelne 
pregrade in celičnega signaliziranja. Sev je deponiran v belgijski zbirki 
mikroorganizmov (Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, L. 
Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent) pod številko LMG9211. 
Izbrani sevi so shranjeni pri –80 °C. Pred pričetkom poskusa smo seve inokulirali (1 % 
v/v) v tekoče gojišče MRS (Merck, Nemčija) in jih anaerobno inkubirali 18 ur pri 37 
°C. Po 18-ih urah smo jih precepili (1 % v/v) v sveže tekoče gojišče MRS in zopet 
inkubirali pri istih pogojih. Po končani inkubaciji smo kulture sevov centrifugirali 10 
minut pri 21 °C in 8000 rcf, odstranili supernatant ter usedlino sprali s PBS in ponovno 
centrifugirali pri istih pogojih. Po spiranju smo usedlino raztopili v 10 mL DMEM 
(Gibco, ZDA) z 10 % FBS (Gibco, ZDA). Pred poskusom smo, s pomočjo merjenja 
optične gostote pri 650 nm, uravnali koncentracijo bakterijskih celic na 5x10
8
 KE/mL 
(Preglednica 1). Iz te izhodne koncentracije smo naredili nadaljnje razredčitve, ki smo 
jih uporabili v in vitro poskusih. Po umerjeni koncentraciji smo pripravili 8 zaporednih, 
10-kratnih razredčitev in razmazali 100 μL suspenzije bakterijskih sevov na trdno 
gojišče MRS (Merck, Nemčija) in anaerobno inkubirali 2-3 dni pri 37 °C. Po končani 
inkubaciji smo prešteli izrasle kolonije in število primerjali s koncentracijo, ki smo jo 
določili z merjenjem optične gostote. 
Preglednica 1: Uravnavanje koncentracije bakterijskih celic izbranih probiotičnih sevov z merjenjem 
optične gostote pri 650 nm. 
Table 1: Concentration adjustment of bacterial cells of selected probiotic strains by measuring of the 
optical density at 650 nm. 
Bakterijski sevi Optična gostota (650 nm) KE/mL 




L. fermentum L930BB 0,85 
B. animalis subsp. animalis IM386 0,65 
L. plantarum WCFS1 0,75 
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3.3.2 Celične linije in njihova priprava za poskuse 
 HEK293 (ATCC CRL-1573) je celična linija, pridobljena iz normalnih 
embrionalnih ledvičnih celic, transformiranih z adenovirusno DNA. Celice so po 
morfologiji podobne epitelnim celicam in se pripenjajo na podlago. Celice 
HEK293 so zelo nezahtevne za gojenje in so primerne za transfekcijo. Ker po 
večini ne izražajo TLR-jev ali pa jih izražajo v zelo nizkih koncentracijah, 
vsebujejo pa vse ostale komponente, potrebne za prenos signala, so primerne za 
proučevanje signalizacij, povezanih s TLR-ji. Celice HEK293 smo gojili v 
gojišču DMEM (Gibco, ZDA) z dodatkom 10 % toplotno deaktiviranega FBS 
(Gibco, ZDA). 
 Caco-2 (ATCC HTB-37) je celična linija, pridobljena iz adenokarcinoma 
debelega črevesa 72 let starega pacienta in se pogosto uporablja pri 
funkcionalnih študijah črevesne epitelne pregrade. Celice so po morfologiji 
podobne epitelnim, se pripenjajo na podlago in po doseženi konfluenci v treh 
tednih preidejo v popolno diferenciacijo. Njihova največja prednost je spontana 
diferenciacija v polariziran monosloj absorptivnih enterocitov s tesnimi stiki. 
Celice Caco-2 smo gojili v gojišču DMEM (Gibco, ZDA) z dodatkom 10 % 
toplotno deaktiviranega FBS (Gibco, ZDA) in 1 % antibiotičnega pripravka 
(penicilin/streptomicin; Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 HT-29 (ATCC HTB-38) je celična linija, pridobljena iz adenokarcinoma 
debelega črevesa 44 let stare pacientke in ima morfologijo, podobno epitelnim 
celicam, ki se pripenjajo na podlago. Celice so ob primernih gojitvenih pogojih 
sposobne diferenciacije v polarizirane enterocite s tesnimi stiki, ki ob dodatku 
ustreznih stimulatorjev izločajo mukus. Celice HT-29 smo gojili v gojišču 
McCoy 5a (Gibco, ZDA) z dodatkom 10 % toplotno deaktiviranega FBS (Gibco, 
ZDA) in 1 % antibiotičnega pripravka (penicilin/streptomicin; Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). 
Celične linije smo imeli shranjene v pari tekočega dušika. Delo s celicami je potekalo v 
sterilnih pogojih, v brezprašni komori. Pred eksperimentom smo celice odtajali in jih 
prenesli v 13 mL centrifugirko z 10 mL primernega gojišča. Celice smo nato 
centrifugirali 5 minut pri 21 °C in 1200 rpm ter odstranili supernatant. Usedlino smo 
resuspendirali v 10 mL svežega gojišča in celice prenesli v plastenko s površino dna 75 
cm
2
 ter inkubirali pri 37 °C, 5 % CO2 in 95 % zračni vlagi. Dan po odtajanju smo 
zamenjali gojišče in celice gojili do 80 % preraščenosti ter menjavali gojišče na 2-3 dni. 
Morfologijo in rast celic smo spremljali z opazovanjem pod svetlobnim mikroskopom. 
Ko sta celični liniji Caco-2 in HT-29 dosegli 80 % preraščenost, smo jih najprej sprali s 
PBS in dodali 3 mL raztopine tripsin-EDTA ter inkubirali 5-10 minut pri 37 °C. Celice, 
ki so se odlepile od podlage, smo nato resuspendirali v 10 mL svežega gojišča in jih 
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prenesli v 13 mL centrifugirko, centrifugirali 5 minut pri 21 °C in 1200 rpm ter odlili 
supernatant, da smo odstranili tripsin. Pri celični liniji HEK293 pa smo dodali 2 mL 
raztopine tripsin-EDTA in inkubirali pri sobni temperaturi maksimalno 1 minuto, zaradi 
občutljivosti celic na delovanje tripsina. Naprej smo postopali enako kot s črevesnimi 
epitelnimi celicami. Po centrifugiranju smo vse celice resuspendirali v 10 mL svežega 
gojišča in 1/5 nasadili nazaj v svežo plastenko, s površino dna 75 cm
2
. Pri nasaditvi na 
testne plošče pa smo, po tripsinizaciji in odstranitvi tripsina, najprej določili 
koncentracijo celic po navodilih proizvajalca z napravo za štetje celic Countess 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) in pripravili ustrezno koncentracijo. 
3.4 In vivo POSKUS NA MIŠJEM MODELU KOLITISA 
Poskus na miših je potekal v prostorih Medicinskega eksperimentalnega centra, na 
Inštitutu za patologijo, na Medicinski fakulteti Univerze v Ljubljani. Poskus je bil 
odobren s strani etične komisije in Veterinarske uprave republike Slovenije (VURS), 
številka U34401-22/2013/7. 
3.4.1 Živali 
Za poskus so uporabili 50 mišjih samic linije C57BL/6JOlaHsd (Harlan, Italija), v 
sedmem tednu starosti. Miši so nastanili v skupinah po pet miši na kletko (Ehret, 
Nemčija; 825 cm
2
 talne površine) s steljo (Lignocel ¾, Nemčija) in redili v standardnih 
kontroliranih okoljskih pogojih (sobna temperatura 22±1 °C, relativna vlažnost zraka 
55±10 %) in 12-urnim svetlobnim ciklom. Mišim so nudili zadostno količino običajne 
krme za glodavce (Altromin 1324, Nemčija) in dovolj vode (ad libitum). Pred 
pričetkom poskusa so miši 7-9 dni aklimatizirali. 
3.4.2 Načrt poskusa 
Miši so naključno porazdelili v pet skupin (10 miši na skupino). Časovni potek poskusa 
je prikazan na Sliki 8. Pri treh skupinah (DSS, PDP in CsA) so mišim, z dekstran 
natrijevim sulfatom (angl. dextran sulfate sodium, DSS), velikosti 40 kDa, inducirali 
kolitis. Svežo 3 % raztopino DSS (TdB Consultancy AB, Švedska) so pripravljali 
dnevno in jo živalim 5 dni zapored aplicirali v vodo za pitje. Med skupinami z 
induciranim kolitisom je bila ena skupina pozitivna kontrola (skupina DSS), ena 
skupina je bila ob aplikaciji DSS dnevno zdravljena z referenčno učinkovino 
ciklosporin A (Sandimmun Neoral, Novartis Pharma GmbH, Nemčija) v dozi 25 mg/kg 
(skupina CsA) in tretja skupina je preventivno, pred dodatkom DSS, 5 dni dnevno 
prejemala 100 μL fiziološke raztopine z mešanico sevov L930BB in IM386 v 
koncentraciji najmanj 1x10
9 
KE vsakega seva (skupina PDP). Negativno kontrolo je 
predstavljala skupina miši, ki je dnevno prejemala 100 μL fiziološke raztopine (skupina 
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SAL), drugo kontrolno skupino pa je predstavljala skupina miši, ki je dnevno prejemala 
100 μL fiziološke raztopine z mešanico sevov L930BB in IM386 v koncentraciji 
najmanj 1x10
9 
KE vsakega seva (skupina PRO). Razen DSS, ki so ga dali v vodo, so 
vse ostale pripravke (fiziološka raztopina, ciklosporin A in probiotiki) aplicirali z 
intragastrično cevko. Klinično stanje, težo živali ter zaužitje vode/raztopine DSS so 
spremljali dnevno. Klinično sliko so določili na podlagi izgleda miši ter konsistence 
blata in količine krvi v blatu. 
 
Slika 8: Načrt in časovni potek poskusa na miših. Skupina CsA, 5-dnevna aplikacija DSS in ciklosporina 
A, nato pa do konca študije tretma samo s ciklosporinom A; skupina DSS, 5-dnevna aplikacija DSS; 
skupina PDP, dnevna aplikacija L930BB in IM386 ves čas študije (20 dni), od 5. do 10. dne študije (5 
dni) pa tretma z DSS; skupina PRO, 15-dnevna aplikacija L930BB in IM386; skupina SAL, dnevna 
aplikacija fiziološke raztopine tekom celotne študije. 
Figure 8: Study design and time course of the experiment in mice. Group CsA, 5-day application of 
DSS and cyclosporine A, and then until the end of the study treatment only with cyclosporine A; group 
DSS, 5-day application of DSS; group PDP, daily application of L930BB and IM386 throughout the 
study (20 days), treatment with DSS from study day 5 till day 10 (5 days); group PRO, 15-day 
application of L930BB and IM386; group SAL, daily application of saline solution throughout the study. 
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3.4.3 Odvzem bioloških vzorcev 
Na koncu eksperimenta so živali evtanazirali s CO2. Med avtopsijo so odstranili celotni 
kolon in ga razdelili na tri dele. Distalni in proksimalni del so uporabili za histološko 
analizo, srednji del pa so uporabili za ekstrakcijo RNA. Vrstni red miši za histološko 
analizo je izbral patolog naključno in izvajal preiskavo po ocenjevalnemu sistemu, 
prikazanemu v Preglednici 2. Za histološke preiskave so kolon sprali z vodo, vzdolžno 
prerezali in položili na filter papir ter preko noči fiksirali s 4 % formalinom. Vzorce so 
vklopili v parafin in izdelali parafinske bloke, ki so jih vzdolžno razrezali in obarvali po 
Kreyberg-Jareg trikrom metodi, ki obarva modro kisle mukopolisaharide in tako zaradi 
večjega kontrasta z rožnato barvo prispeva k boljšemu razlikovanju med normalno in 
poškodovano mukozo. Vzorce kolona za ekstrakcijo RNA so razrezali na dva dela, 
zmrznili v tekočem dušiku in do uporabe shranili pri –80 °C. 
Preglednica 2: Parametri za histološko oceno bioloških vzorcev (Sann in sod., 2013). 
Table 2: Parameters for histological score of biological samples (Sann et al., 2013). 





0 brez brez normalno brez 
1 mukoza redko redko 0-24 % 
2 mukoza+submukoza blago blago 25-49 % 
3 mukoza+submukoza+mišična plast zmerno zmerno 50-74 % 
4 transmuralno hudo hudo <75 % 
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3.5 ANALIZA IZRAŽANJA GENOV NA MIKROMREŽAH IN BIOLOŠKA 
INTERPRETACIJA 
Analizo izražanja genov v vzorcih mišjega kolona so opravili na Centru za funkcijsko 
genomiko in bio-čipe, Medicinske fakultete v Ljubljani. Shema dela pri mišjem poskusu 
in nadaljnje eksperimentalno delo je prikazano na Sliki 9. 
 
Slika 9: Potek in faze eksperimentalnega dela. 
Figure 9: Course and stages of the experimental work. 
3.5.1 Ekstrakcija RNA in hibridizacija mikromrež 
Za analizo na mikromrežah so naključno izbrali štiri miši iz vsake skupine (SAL, DSS, 
CsA, PDP in PRO). Tkivo mišjega kolona so homogenizirali v 1 mL raztopine TRI 
Reagent
®
 (Sigma, ZDA) in izolirali celokupno RNA po navodilih proizvajalca. Količino 
in kvaliteto RNA so določili z napravo 2100 Bioanalyzer (Agilent, ZDA). Vsi vzorci so 
zadostovali minimalnim pogojem za hibridizacijo mikromrež (OD260/280 in 
OD230/280>1,8). 
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Za hibridizacijo platforme Affymetrix GeneChip
®
 Mouse Gene 2.0 ST (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) so uporabili 100 ng celokupne RNA. Postopali so po navodilih 
proizvajalca (Manual Target Preparation for GeneChip® Whole Transcript (WT) 
Expression Arrays – P/N 703147 Rev. 3) in sicer, iz RNA so sintetizirali dvoverižno 
cDNA, ki je bila označena s sekvenco T7 promotorja. Dvoverižna cDNA je 
predstavljala osnovo za sintezo cRNA s T7 RNA polimerazo. Z reverzno transkripcijo 
cRNA so sintetizirali enoverižno cDNA. Naredili so fragmente s kombinacijo uracil 
DNA-glikozilaze in apurinske/apirimidinske endonukleaze 1, ki specifično prepozna 
nenaravne dUTP ostanke in prekine DNA verigo. DNA so nato označili z biotinom s 
pomočjo encima terminalna deoksinukleotidil transferaza. Vzorce so injicirali na 
mikročipe in jih hibridizirali 16 ur pri 45 °C in 60 rpm v hibridizacijski pečici 
(Affymetrix, ZDA). Mikročipe so obarvali in spirali z napravo GeneChip Fluidic 
Station 450 (Affymetrix, ZDA) ter skenirali z napravo GeneChip Scanner 3000 7G 
(Affymetrix, ZDA). Shema priprave vzorca in hibridizacije na mikromreže je prikazana 
na Sliki 10. 
 
Slika 10: Shema postopka priprave vzorca za nanos na mikromreže. 
Figure 10: Protocol for sample preparation in microarray experiment. 
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3.5.2 Obdelava podatkov in izbira signalnih poti za nadaljnje proučevanje 
Podatke Affymetrix mikromrež so analizirali z uporabo programske opreme 
R/Bioconductor. Naredili so normalizacijo podatkov z uporabo algoritma za korekcijo 
ozadja (angl. robust multi-array average, RMA) v programskem paketu xps (Stratowa 
C. xps: Processing and Analysis of Affymetrix Oligonucleotide Arrays including Exon 
Arrays, Whole Genome Arrays and Plate Arrays. R package version 1.30.0). 
Neobdelani in normalizirani podatki ekspresije genov so podani v bazi podatkov Gene 
Expression Omnibus (GEO) pod številko GSE89851. Po normalizaciji so razlike v 
ekspresiji genov med različnimi skupinami določali s programskim paketom LIMMA 
(Smyth, 2004). Naredili so preračun za napačno pozitivne zadetke (angl. false discovery 
rate, FDR) in s programskim paketom PGSEA (Furge in Dykema, 2012) analizirali 
obogatenost skupin genov z anotacijo na bazo podatkov KEGG (angl. Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes). 
Na osnovi dobljenih rezultatov pri analizi izražanja genov smo se odločili, da 
upoštevamo skupine genov, pri katerih je stopnja zaupanja za FDR nižja od 0,05 
(prilagojena p-vrednost). V izbranih skupinah genov smo za diferenčno izražene gene 
določili prag iz dvojiškega logaritma razmerja med vzorcema (angl. logarithmic fold 
change, logFC). Za mejno vrednost logFC, ki so jo morali preseči posamezni geni, da 
smo jih lahko označili kot diferenčno izražene, smo določili vrednost 2. Ugotovili smo, 
da sta seva IM386 in L930BB spodbudila signalne poti, ki so povezane z ohranjanjem 
funkcije bariere črevesne epitelne pregrade in preprečevanjem apoptoze enterocitov. V 
večini signalnih poti smo opazili povišano ekspresijo Tlr2, zato smo se odločili, da je 
smiselno nadaljevati delo v smeri proučevanja signalizacije sevov preko tega receptorja. 
Za prikaz razlik v ekspresiji genov med skupinami smo uporabili Venn-ov diagram 
(Heberle in sod., 2015). Za prikaz mreže signalnih poti, ki so vključene v zaščito 
črevesne epitelne pregrade, smo uporabili programsko opremo Cytoscape (verzija 3.4.0) 
s ClueGo vključkom (verzija 2.3.2) (Bindea in sod., 2009; Shannon in sod., 2003). 
3.6 POTRDITEV DIFERENČNO IZRAŽENIH GENOV NA MIKROMREŽAH S 
KVANTITATIVNO VERIŽNO REAKCIJO S POLIMERAZO V REALNEM 
ČASU (qRT-PCR) 
Za validacijo mikromrež smo s qRT-PCR preverili 32 diferenčno izraženih genov v 
različnih skupinah. V ta nabor smo vključili tudi gene, ki so del proučevanih signalnih 
poti. Iste vzorce RNA, ki so jih uporabili za analizo izražanja genov na mikromrežah, 
smo obdelali z DNazo I po navodilih proizvajalca (Invitrogen, ZDA) in preverili 
uspešnost razgradnje genomske DNA. Po obdelavi z DNAzo smo uskladili 
koncentracijo RNA med vzorci. Reverzno transkripcijo smo izvedli s 100 ng RNA po 
navodilih proizvajalca, s komercialnim kompletom High capacity cDNA reverse 
transcription kit with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, ZDA). Koncentracija 
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cDNA je bila po končani reverzni transkripciji 5 ng/μL. Do analize s qRT-PCR smo 
vzorce hranili pri temperatuti –20 °C. 
3.6.1 Izbira začetnih oligonukleotidov 
Začetne oligonukleotide za posamezne gene smo izbrali iz baze podatkov PrimerBank, 
kjer je večina oligonukleotidov validiranih (Spandidos in sod., 2009). Pred začetkom 
določanja ekspresije genov smo pripravili 7 zaporednih 4x-nih razredčitev mešanice 
cDNA in jo s qRT-PCR pomnožili z izbranimi začetnimi oligonukleotidi. Iz 
pridobljenih rezultatov smo pripravili graf, kjer je bil na y osi cikel praga detekcije 
(angl. cycle threshold, CT) in na x osi logaritmirane vrednosti relativnih kopij cDNA. Iz 
izrisane krivulje smo določili linearno dinamično območje (1x – 500x razredčitev), ki 
nam pove, v katerem razponu so razredčitve cDNA še ustrezne. Iz enačbe krivulje smo 
odčitali naklon in ga uporabili za izračun učinkovitosti pomnoževanja para 
oligonukleotidov za posamezen gen po enačbi 1. Idealna vrednost učinkovitosti 
pomnoževanja je 2, dovoljeno pa je 10 % odstopanje od te vrednosti (1,8 – 2,2). 
Preiskovani geni, sekvence izbranih začetnih oligonukleotidov in njihova dolžina ter 
učinkovitost, so zbrani v Prilogi A. 
 
E =  10 
−1
naklon          … (1) 
 
3.6.2 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qRT-PCR) 
Za qRT-PCR smo uporabili reagent FastStart Universal SYBR Green Master (Roche, 
Švica) in platformo s 96-imi vdolbinicami ter cikle pomnoževanja spremljali z napravo 
LC480 LightCycler (Roche, Švica). Končna, 10 μL, reakcijska mešanica je bila 
sestavljena iz 5 µL reagenta FastStart Universal SYBR Green Master, 3,5 µL ultra čiste 
vode za PCR, 0,25 µL posameznega nukleotidnega začetnika (10 µM) in 1 µL cDNA 
(10x razredčena). Vsi vzorci so bili analizirani v paralelki in na vsaki plošči je bila 
vključena kontrola brez cDNA. Temperaturni parametri pri reakciji so se najprej začeli 
z 10-minutno inkubacijo pri 95 °C, kateri je sledilo 40 ciklov programa 15 s pri 95 °C, 
30 s pri 60 °C in 30 s pri 72 °C. Specifičnost začetnih oligonukleotidov smo po končani 
analizi preverili na disociacijski krivulji (segrevanje od 65 °C do 95 °C), ki prikazuje 
temperaturo taljenja pomnožka (Tm) in nam pove, če smo pomnožili pravilen odsek. 
Specifičnost začetnih oligonukleotidov smo preverili tudi z agarozno gelsko 
elektroforezo pomnožkov, tako da smo pripravili 2 % agarozni gel v pufru TAE, ga 
raztopili, dodali 0,5 % etidijevega bromida in toplega vlili v model. Ko se je gel strdil, 
smo ga vstavili v elektroforezno posodico in nanj nanesli vzorce. Po končani 
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elektroforezi, ki je potekala pri 100 V 1,5 ure, smo gel slikali pod UV-svetlobo in 
preverili, če je velikost pomnožkov za posamezen par začetnih oligonukleotidov 
ustrezna. 
3.6.3 Izbira endogene kontrole in izračun diferenčno izraženih genov 
Testirali smo štiri kandidatne referenčne gene (Tbp, Rps3, Actb, Hmbs), ki so glede na 
literaturo primerni za analize qRT-PCR v mišjih črevesnih epitelnih celicah (Wang in 
sod., 2010). Za referenčni gen smo izbrali Tbp, ker je imel najbolj enakomerno izražanje 
pri vseh poskusnih skupinah. Glede na nespremenjeno izražanje Tbp smo sklepali, da 
eksperimentalni pogoji niso vplivali na njegovo ekspresijo in ga lahko uporabimo za 
normalizacijo. Relativno ekspresijo smo izračunali po metodi 2
-ΔΔCt
 z enačbo 2 
(Schmittgen in Livak, 2008). Za razmerje med vzorcema (FC) smo izračunali dvojiški 
logaritem (logFC). Naredili smo statistično primerjavo s Studentovim t-testom med 
različnimi poskusnimi skupinami in kontrolno skupino (skupina SAL) ter izračunali 
standardno napako (angl. standard error, SE). Kot statistično značilne smo upoštevali 




FC = 2−∆∆CT = 2−[(CT izbrani gen − CT referenčni gen) − (CT izbrani gen − CT referenčni gen)] … (2) 
  
vzorci skupine DSS / PDP / PRO / CsA vzorci skupine SAL 
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3.7 In vitro PROUČEVANJE SIGNALIZACIJE SEVOV L930BB, IM386, K7 IN 
WCFS1 PREKO TLR2 
3.7.1 Dvojni luciferazni test 
 
Slika 11: Dvojni luciferazni test. Pri tem testu se v celice sočasno vnese dva reporterska plazmida. 
Figure 11: Dual luciferase assay. In this assay, the two reporter plasmids are simultaneously introduced. 
Z dvojnim luciferaznim reporterskim testom smo na celični liniji HEK293 opazovali ali 
lahko probiotični sevi preko TLR2 sprožijo aktivacijo promotorja NF-κB. Potek 
poskusa je prikazan na Sliki 11. Celice HEK293 smo z gostoto 2,7x10
4
 celic/vdolbinico 
nasadili na ploščo s 96-imi vdolbinicami. Po 24-ih urah, ko so celice dosegle 60 – 80 % 
preraščenost, smo jih ob pomoči reagenta PEI (kationski polimer) transficirali s 
plazmidi, ki vsebujejo zapis za TLR1, TLR2, TLR6, TLR10 in kresničkino luciferazo 
(Fluc), pod NF-κB odvisnim promotorjem ter luciferazo Renilla (Rluc), pod 
konstitutivnim promotorjem. Kot negativno kontrolo pri transfekciji smo uporabili 
prazen vektor pcDNA3. Uporabljeni plazmidi in koncentracije so prikazani v 
Preglednici 3. 
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Preglednica 3: Uporabljeni plazmidi in njihov opis. 
Table 3: Used plasmids and their description. 
Plazmid Opis Končna konc. 
[ng/vdolbinico] 
Proizvajalec 
pELAM-1 Plazmid z zapisom za kresničkino 
luciferazo pod NF-κB odvisnim 
promotorjem. 
50 Carsten Kirschning, 




phRL-TK Plazmid z zapisom za luciferazo Renilla 
pod konstitutivnim promotorjem. 
 
5 Promega (ZDA) 
pcDNA3 Kontrolni plazmid brez vključka. 
 
35 – 45 
(pri poskusih s 
TLR10 smo 
uporabili od 0 – 
70 ng) 
Invitrogen (ZDA) 
pUNO-hTLR1 Plazmid z zapisom za humani receptor 
TLR1. 
 
5 Invivogen (ZDA) 
pUNO-hTLR2 Plazmid z zapisom za humani receptor 
TLR2. 
 
5 Invivogen (ZDA) 
pUNO-hTLR5 Plazmid z zapisom za humani receptor 
TLR5. 
 
10 Invivogen (ZDA) 
pUNO-hTLR6 Plazmid z zapisom za humani receptor 
TLR6. 
 
5 Invivogen (ZDA) 
pUNO-hTLR9 Plazmid z zapisom za humani receptor 
TLR9. 
 
20 Invivogen (ZDA) 
pUNO-
hTLR10 
Plazmid z zapisom za humani receptor 
TLR10. 
 
5 – 60 Invivogen (ZDA) 
pUNO1-
hUNC93B1 
Plazmid z zapisom za humani 
UNC93B1. Ta protein je potreben za 
transport TLR9 do endolizosomov. 
5 Invivogen (ZDA) 
 
Po 24-ih urah smo zamenjali gojišče in transficirane celice HEK293 stimulirali z živimi 
sevi K7, L930BB, IM386, WCFS1 ali sintetičnimi ligandi za TLR2, Pam3Cys-SK4 
(PAM3) in Pam2Cys-SK4 (PAM2). Bakterijske seve smo pripravili kot je opisano v 
poglavju 3.3.1. Po 18-urni stimulaciji smo celice lizirali v 25 μL pasivnega lizirnega 
pufra (Promega, ZDA) in z luminometrom Orion (Berthold Technologies, Nemčija) 
izmerili luciferazno aktivnost. Po isti metodi smo preverili tudi ali lahko probiotični sevi 
sprožijo aktivacijo promotorja NF-κB preko TLR5 in TLR9. Pri TLR5 smo za kontrolo 
uporabili flagelin bakterije Salmonella typhimurium (SaTy) in pri TLR9 
oligodeoksinukleotide s CpG motivi (CpG-ODN). Ligandi in njihove koncentracije, ki 
smo jih uporabili za stimulacijo so prikazani v Preglednici 4. 
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Preglednica 4: Uporabljeni ligandi in bakterijski sevi pri stimulaciji celic HEK293. 
Table 4: Used ligands and bacterial strains for stimulation of HEK293 cells. 
Ligand Končna konc. Proizvajalec/Vir 
PAM2 5 ng/mL Invivogen (ZDA) 
PAM3 50 ng/mL Invivogen (ZDA) 
SaTy 300 ng/mL Kemijski inštitut 
CpG-ODN 2006 Biotin 10 μM Invivogen (ZDA) 






Inštitut za mlekarstvo in probiotike 
L. fermentum L930BB Inštitut za mlekarstvo in probiotike 
B. animalis IM386 Inštitut za mlekarstvo in probiotike 
L. plantarum WCFS1 Inštitut za mlekarstvo in probiotike 
 
Vrednosti izmerjene luciferazne aktivnosti smo normalizirali z vrednostmi konstitutivno 
izražene luciferaze Renilla in rezultat prikazali v relativnih luciferaznih enotah (RLE) 
ali pa kot % aktivacije NF-κB glede na aktivacijo NF-κB s TLR2/TLR6 transficiranih 
celic HEK293, stimuliranih s PAM2. Pri vsakem pogoju so bile štiri paralelne 
ponovitve, poskus smo izvedli v treh bioloških ponovitvah. 
3.7.1.1 Priprava mrtvih bakterijskih celic in supernatantov po gojenju probiotičnih 
sevov v hranilnem gojišču 
Poleg poskusov, kjer smo proučevali ali probiotični sevi sprožijo signalizacijo preko 
TLR2, smo preverili ali lahko na aktivacijo NF-κB vplivajo tudi mrtve bakterije in 
supernatant po gojenju sevov v hranilnem gojišču. Na ta način smo želeli preveriti ali 
morajo biti sevi metabolno aktivni ali pa je lahko za signalizacijo odgovorna tudi 
površinska sestava bakterije in/ali metaboliti bakterijskega seva. Ker je gojišče MRS 
inhibiralo rast celic HEK293, smo pri tem poskusu 1 % (v/v) probiotikov, po začetni 
18-urni inkubaciji na 37 °C, precepili v 10 mL prilagojenega gojišča: 10 % MRS + 90 
% DMEM s 4,5 g/L glukoze. Cepljeno gojišče smo inkubirali v anaerobnih razmerah 18 
ur pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo odvzeli 1 mL kulture in z metodo štetja na 
ploščah preverili število KE seva v posameznem vzorcu, preostanek pa smo 
centrifugirali 10 minut pri 21 °C in 8000 rcf. Supernatant smo filtrirali skozi filter 
Minisart z 0,2 μm velikostjo por (Merck, Nemčija) ter filtratu dodali 10 % FBS. 
Usedlino smo sprali z 10 mL PBS in ponovno centrifugirali pri istih pogojih. Usedlino 
smo raztopili v 10 mL gojišča DMEM z 10 % FBS. Od tako pripravljenega vzorca smo 
odvzeli po 4,5 mL in jih prenesli v centrifugirke ter jih pol ure segrevali pri 80 °C v 
termobloku, da smo inaktivirali bakterije. Pripravili smo tri 4x-ne razredčitve vzorca z 
živimi in mrtvimi bakterijami ter različne koncentracije supernatanta in jih uporabili za 
stimulacijo celic HEK293 pri dvojnem luciferaznem testu, ki je opisan v poglavju 3.7.1. 
Za kontrolo smo uporabili isto sestavo medija brez bakterijskih sevov ali supernatanta. 
Pri vsakem pogoju so bile štiri paralelne ponovitve, poskus smo izvedli v treh bioloških 
ponovitvah. Shema dela je prikazana na Sliki 12. 
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Slika 12: Shema priprave supernatanta po gojitvi probiotičnih sevov v hranilnem mediju ter živih in 
mrtvih bakterijskih celic za določanje aktivacije NF-κB. 
Figure 12: Scheme of supernatant preparation after cultivation of probiotic bacteria in growth medium 
and live and heat killed bacterial cells for determination of NF-κB activity. 
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3.7.1.2 Priprava koncentriranih supernatantov po gojitvi probiotičnih sevov v 
hranilnem gojišču 
Probiotične seve smo odmrznili in jih prenesli v tekoče gojišče MRS ter inkubirali 
anaerobno 18 ur pri 37 °C. Zaradi dodatnega koncentriranja smo se gojišču MRS 
izognili in zato najprej centrifugirali bakterijske seve 10 minut pri 21 °C in 8000 rcf ter 
jih nato resuspendirali v 10 mL DMEM s 4,5 g/L glukoze. Zaradi slabše rasti smo 
povečali inokulum na 10 % (v/v) in ga nacepili v 20 mL DMEM s 4,5 g/L glukoze ter 
inkubirali v anaerobnih razmerah 18 ur pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo odvzeli 1 
mL kulture in z metodo štetja na ploščah preverili število KE v posameznem vzorcu, 
preostanek pa smo centrifugirali 10 minut pri 21 °C in 8000 rcf. Odvzeli smo 
supernatant in ga filtrirali skozi filter Minisart z 0,2 μm velikostjo por (Merck, 
Nemčija). Polovico supernatanta smo shranili, drugo polovico pa smo centrifugirali v 
nihajnem rotorju 20 minut pri 21 °C in 3850 rcf skozi filtrno napravo Amicon
®
 (Merck 
Milipore, Nemčija), ki ne prepušča delcev, večjih od 10 kDa. Po končanem 
centrifugiranju smo koncentrat in permeat shranili ter ju skupaj s supernatantom 
uporabili za stimulacijo celic HEK293 pri dvojnem luciferaznem testu, opisanem v 
poglavju 3.7.1. Na ploščo s 96-imi vdolbinicami smo nanašali 20 μL/vdolbinico tako 
pripravljenih vzorcev. Za kontrolo smo uporabili koncentrat, permeat in supernatant 
hranilnega medija. Pri vsakem pogoju so bile štiri paralelne ponovitve, poskus smo 
izvedli v treh bioloških ponovitvah. Shema dela je prikazana na Sliki 13. 
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Slika 13: Shema priprave koncentriranega supernatanta po gojitvi probiotičnih sevov v hranilnem mediju, 
za določanje aktivacije NF-κB. 
Figure 13: Scheme of concentrated supernatant preparation after cultivation of probiotic bacteria in 
growth medium for determination of NF-κB activity. 
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3.7.2 Določanje fosforilirane oblike kinaze Akt 
Ena izmed aktiviranih signalnih poti, ki smo jih razbrali iz poskusa na mikromrežah, je 
bila PI3K/Akt pot, ki s serijo fosforilacij/defosforilacij vpliva na regulacijo apoptoze. V 
tem sklopu poskusov smo zato testirali aktivacijo serin/treonin-kinaze Akt, pri kateri se 
med stimulacijo, zaradi konformacijskih sprememb, razkrijeta dve fosforilacijski mesti, 
Thr308 in Ser473. Z metodo prenosa western smo poskušali zaznati spremembe v 
fosforilaciji mesta Thr308 pri različnih eksperimentalnih pogojih. Za eksperimente 
določanja fosforilirane oblike kinaze Akt smo uporabili celice Caco-2, saj nas je pri 
nadaljnjem proučevanju signalnih poti zanimal predvsem odziv črevesnih epitelnih 
celic, kjer je signalizacijska mreža bolj kompleksna. Trajna črevesna epitelna celična 
linija Caco-2 namreč, tako kot črevesne epitelne celice, izražajo na površini TLR1, 
TLR2, TLR6 in tudi TLR10, zato njihov vnos v celico ni potreben in so zato izsledki 
bolj primerljivi naravnim odzivom. Za stimulacijo celic Caco-2 smo uporabili žive 
bakterijske seve in TLR2 ligande. Za dokaz specifičnosti stimulacije preko TLR2, pa 
smo uporabili tudi inhibitor PI3K, LY294002 (Invivogen, ZDA), in inhibitor TLR2, 
PAb hTLR2 (Invivogen, ZDA). 
3.7.2.1 Stimulacija celic Caco-2 z izbranimi probiotičnimi sevi in TLR2 ligandi 
Celice Caco-2 smo v 24. – 26. pasaži nasadili z gostoto 3,3x10
5
 celic/vdolbinico na 
ploščo s 6-imi vdolbinicami in jih gojili v testnem gojišču (DMEM z 10 % FBS in 1 % 
mešanice penicilina in streptomicina – P/S) do konfluence, 10 dni. Gojišče smo 
menjavali na 2 dni, 48-ur pred poskusom pa smo dodali DMEM z 10 % FBS brez 
antibiotika in 200 μM LY (LY294002) ali 5μg/mL abTLR2 (PAb hTLR2). Na dan 
poskusa smo zopet zamenjali in dodali sveže gojišče brez antibiotika, z dodanimi 
inhibitorji ter inkubirali 1 uro. Po eni uri smo celice stimulirali s probiotičnimi sevi (10
7
 
KE/vdolbinico) ali ligandoma za TLR2 – PAM2 (2 μg/mL) in PAM3 (20 μg/mL). Po 
enourni inkubaciji smo odstranili gojišče in celice dvakrat sprali s hladnim PBS. Od te 
točke naprej smo imeli vse reagente ohlajene in tudi plošče smo prestavili na led, da 
smo se izognili razgradnji proteinov. Po spiranju s PBS smo celice pol ure lizirali na 
ledu v 170 μL pufra RIPA (Thermo Fisher Scientific, ZDA) z dodatkom 1:100 
proteaznih inhibitorjev (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in 1:5 fosfataznih inhibitorjev 
(Merck Millipore, Nemčija). Lizate smo nato prenesli v 1,5 mL centrifugirke in jih do 
prenosa western shranili na –20 °C. 
  
Paveljšek D. Mehanizmi aktivacije naravne imunosti … z izbranimi probiotičnimi sevi bakterij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
45 
 
3.7.2.2 Določanje koncentracije celokupnih proteinov po metodi z bikinhonsko 
kislino (BCA) 
Pri metodi BCA proteini v alkalni raztopini reducirajo Cu
2+
 ione v Cu
+
, ki se nato 
kompleksno veže z bikinhonsko kislino. Zaradi nastalega kompleksa pride do 
spremembe barve, ki jo lahko spektrofotometrično pomerimo. Pred analizo smo vzorce 
odtalili na ledu in jih centrifugirali pol ure pri 4 °C in 13400 rpm, da smo odstranili 
membrane in dobili samo topno celično frakcijo. Supernatant smo prenesli v sveže 1,5 
mL centrifugirke in odvzeli 6 μL za določanje koncentracije proteinov z BCA. Odvzeti 
vzorec smo 15x razredčili in ga 30 L, v treh paralelkah, nanesli na ploščo s 96-imi 
vdolbinicami. Na ploščo smo nanesli tudi 10 razredčitev standarda BSA z začetno 
koncentracijo 2 mg/mL (Sigma, ZDA). Pripravili smo si reagent BCA (bikinhonska 
kislina:CuSO4 = 50:1) in ga 200 μL nanesli v vdolbinice k razredčenim vzorcem in 
standardu. Ploščo smo nato inkubirali pol ure pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo 
pomerili absorbanco pri valovni dolžini 562 nm s čitalcem mikrotiterskih plošč 
SynergyMX (Tecan, Švica). Iz umeritvene krivulje standarda smo določili koncentracije 
proteinov v vzorcih. 
3.7.2.3 Prenos western in imunodetekcija 
Pripravili smo 12 % gel za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE) v prisotnosti 
detergenta natrijevega dodecil sulfata (NaDS). Pred nanosom na gel smo odpipetirali 
količino vzorca, ki je zadostovala za 50 μg proteinov, v 1,5 mL centrifugirke in dodali 
25 % 4x NaDS z reducentom (ditiotreitol) in segrevali 10 minut pri 95 °C ter 
centrifugirali 5 minut pri 13400 rpm. NaDS se nespecifično veže na proteine in jih 
denaturira ter negativno nabije, medtem ko reducent prekine disulfidne vezi. Po 
denaturaciji smo vzorce in proteinsko lestvico PageRuler™ (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA), velikosti 10 do 250 kDa, nanesli na gel in z NaDS-PAGE elektroforezo (Biorad, 
ZDA) ločevali 45 minut pri 200 V. Po končani elektroforezi smo sestavili kaseto za 
mokri prenos (Biorad, ZDA) s filtri, gelom in nitrocelulozno membrano Hybond ECL 
(GE Healhcare, Velika Britanija). Prenos iz gela na membrano je potekal 1,5 ure pri 
konstantnem toku 350 mA. Po končanem prenosu smo kaseto razstavili in čez noč 
blokirali membrano pri 4 °C v blokirnem pufru: 1x PBS, 0,1 % Tween 20, 0,2 % I-
BLOCK (Applied Biosystems, ZDA). Ker se β-aktin v celici konstantno izraža – ne 
glede na eksperimentalne pogoje, smo ga izbrali za interno kontrolo nanosa proteinov. 
Membrano smo inkubirali 1,5 ure na sobni temperaturi s primarnimi protitelesi za β-
aktin in fosforilirano obliko Akt (pAkt). Primarna protitelesa so bila razredčena v 
blokirnem pufru 1:1000. Po inkubaciji smo membrano sprali (1x PBS, 0,1 % Tween 20) 
in jo inkubirali 45 minut na sobni temperaturi s sekundarnimi protitelesi, razredčenimi v 
blokirnem pufru 1:5000. Seznam uporabljenih protiteles je prikazan v Preglednici 5. Po 
končani inkubaciji smo membrano zopet sprali in določili prisotnost sekundarnih 
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protiteles, konjugiranih s hrenovo peroksidazo (HRP), z reagentoma za okrepljeno 
kemiluminiscenco (angl. enhanced chemiluminescence, ECL) ECL
TM
 (GE Healhcare, 
Velika Britanija) ali Femto
TM
 (Thermo Fisher Scientific, ZDA), ki ima večjo 
občutljivost. Oba reagenta vsebujeta substrat za HRP – luminol, ki pri oksidaciji emitira 
svetlobo. Membrano smo slikali z napravo G-box (Syngene, Indija) in preverili, če so 
obarvane lise prave velikosti (60 kDa pAkt, 45 kDa β-aktin). Intenziteto lis smo določili 
s programsko opremo ImageJ. 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih protiteles za prenos western. 
Table 5: List of antibodies for western blot. 


























Goat polyclonal to 
rabbit IgG –HRP 
 










1:5000 Santa Cruz (ZDA) sc-2005 
 
3.8 In vitro PREVERJANJE ZAŠČITNEGA UČINKA SEVOV L930BB, IM386, K7 
IN WCFS1 
Z metodami, ki jih opisujemo v nadaljevanju, smo opazovali učinek probiotičnih sevov 
na vzdrževanje integritete celičnega monosloja črevesnih epitelnih celic ob simulaciji 
vnetnih razmer s H2O2 ali citokini TNF-α, IL-1β in IFN-γ. V poskuse smo vključili še 
TLR2 ligande in tako preverili ali je prikazan zaščitni učinek lahko posledica 
signalizacije preko TLR2. V poskusih/eksperimentih smo uporabili črevesni epitelni 
celični liniji Caco-2 in HT-29. Izbrani celični liniji izražata na površini TLR1, TLR2, 
TLR6 in tudi TLR10, zaradi česar njihov naknadni vnos ni bil potreben. Poleg tega pa 
imajo črevesne epitelne celice, v primerjavi z drugimi epitelnimi celicami, svojstven 
odziv na TLR2 ligande, tako da smo se z uporabo celic Caco-2 in HT-29 pri 
eksperimentih bolj približali stanju in vivo. 
  
Paveljšek D. Mehanizmi aktivacije naravne imunosti … z izbranimi probiotičnimi sevi bakterij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
47 
 
3.8.1 Določanje koncentracije citokinov z encimsko imunskim testom 
Transkripcijski faktor NF-κB je pri vnetju mukoze ključnega pomena, saj vpliva na 
izražanje IL-8, kar dodatno poveča migracijo imunskih celic na mesto vnetja. Zato smo 
z encimsko imunoadsorpcijsko analizo (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 
preverili izločanje IL-8 pri celicah Caco-2 (26. pasaža) in HT-29 (10. – 16. pasaža), ki 
smo jih stimulirali s probiotičnimi sevi in TLR2 ligandi. Ker je za črevesno vnetje 
značilno povišano izražanje vnetnih citokinov, ki nato povečajo tudi aktivacijo NF-κB 
in tako vplivajo na sekrecijo IL-8, smo celice stimulirali še s TNF-α in IL-1β. Zaradi 
boljše odzivnosti celic HT-29 v primerjavi s celicami Caco-2 na stimulacijo s TNF-α in 
IL-1β, smo te celice kasneje uporabili tudi pri določanju zaščitnega vpliva probiotikov 
pri s citokini povezano apoptozo. 
Celice Caco-2 in HT-29 smo nasadili na ploščo s 96-imi vdolbinicami z gostoto 1,3x10
4
 
celic/vdolbinico in jih gojili do konfluence, 7 – 9 dni. Gojišče smo menjavali vsak dan 
(DMEM ali McCoy 5a z 10 % FBS in 1 % P/S), dan pred poskusom pa smo ga 
zamenjali z gojiščem brez antibiotika. Na dan poskusa smo dodali 10
6
 KE/vdolbinico 
posameznih probiotičnih sevov, spet v druge vdolbinice smo dodali 2 μg/mL PAM2 ali 
20 μg/mL PAM3 in v preostale vdolbinice 10 ng/mL TNF-α ali 10 ng/mL IL-1β ter 
inkubirali 6-ur. Za kontrolo smo uporabili netretirane celice. Po končani inkubaciji smo 
ploščo centrifugirali 5 minut pri 21 °C in 2000 rpm ter prenesli 70 μL supernatanta v 
svežo ploščo. Za določanje IL-8 v supernatanu smo uporabili komplet ELISA Ready-
SET-Go!
®
 (eBioscience, ZDA). Postopek smo izvajali po navodilih proizvajalca in 
pomerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm s čitalcem mikrotiterskih plošč 
SynergyMX (Tecan, Švica). Iz umeritvene krivulje standardov smo v vzorcih določili 
koncentracijo IL-8. Pri vsakem pogoju so bile tri paralelne ponovitve, poskus smo 
izvedli v treh bioloških ponovitvah. 
3.8.2 Določanje apoptoze 
Apoptozo smo določali s pomočjo barvanja s komercialnim kompletom Annexin V 
Apoptosis Detection Kit eFluor™ 450 (Thermo Fisher Scientific, ZDA), ki vsebuje 
protein aneksin V, konjugiran z eFluor™ 450, in barvilo za določanje živosti celic, 7-
amino-aktinomicin D (7-AAD). V začetni fazi apoptoze se fosfatidil serin premesti iz 
notranje strani membrane na celično površino in tako označi celice za fagocitozo. Ker 
imajo aneksini močno afiniteto za fosfatidil serin, ga lahko s fluorescenčno označenimi 
konjugati detektiramo. V zgodnji fazi apoptoze celice izključijo barvila, ki se vežejo na 
DNA, zato se te celice obarvajo le z Aneksin V in ne s 7-AAD. Pri pozni fazi apoptoze 
in pri nekrozi pa se celice obarvajo tako z barvilom Aneksin V kot tudi s 7-AAD. 
Celice HT-29 smo v 16. pasaži nasadili na ploščo s 24-imi vdolbinicami z gostoto 5x10
5
 
celic/vdolbinico. Uporabljali smo gojišče McCoy 5a z 10 % FBS, brez antibiotika. Po 
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24-ih urah smo zamenjali gojišče in po 48-ih urah, ko so celice dosegle konfluenco, 
dodali 10
7
 KE/vdolbinico posameznih probiotičnih sevov ali 2 μg/mL liganda za TLR2 
– PAM3. Po eno urni stimulaciji smo zamenjali gojišče in tretirali celice 5 ur z 
mešanico citokinov (100 ng/mL TNF-α, 100 ng/mL IFN-γ, 10 ng/mL IL-1β). Za 
negativno kontrolo so nam služile netretirane celice in celice tretirane le s probiotičnimi 
sevi ali PAM3. Pri določanju apoptoze so nam kot kontrola služile celice, ki smo jih 4 
ure tretirali s kamptotekinom (CPT; 60 μM), ki vpliva na sintezo DNA, tako da inhibira 
topoizomerazo I. Kontrola za nekrozo pa so bile toplotno obdelane celice (20 min, 60 
°C), ki so se v celoti obarvale z barvilom 7-AAD. 
Po končanem tretmaju smo celice tripsinizirali in jih skupaj z gojiščem prenesli v 
centrifugirke ter centrifugirali 5 minut pri 21 °C in 1200 rpm. S pipeto smo nato 
odstranili supernatant in sprali s hladnim PBS ter zopet centrifugirali in odstranili 
supernatant pri istih pogojih. Celice smo nato barvali po navodilih proizvajalca s 
komercialnim kompletom (eBioscience™ Annexin V Apoptosis Detection Kit eFluor™ 
450) in v 4 urah analizirali s pretočnim citometrom CyFlow (Sysmex Partec, Nemčija). 
Uporabili smo laser FL5 z valovno dolžino 405 nm za ekscitacijo aneksina in laser FL3 
z valovno dolžino 488 nm za ekscitacijo 7-AAD. V vsakem vzorcu smo analizirali 
50.000 celic. Podatke smo obdelali s programsko opremo FlowJo (Tree Star). Poskus 
smo izvedli v dveh bioloških ponovitvah. 
3.8.3 Določanje permeabilnosti celičnega monosloja 
Celice Caco-2 smo v 26. pasaži nasadili z gostoto 7x10
4
 celic/vdolbinico na 
polprepustne membrane z velikostjo por 0,4 μm, vstavljene v plošče z 12-imi 
vdolbinicami (Corning, ZDA). V gojišču (DMEM z 10 % FBS in 1 % P/S), ki smo ga 
menjavali vsak drugi dan, smo jih gojili vsaj 21 dni, da so dosegle diferenciacijo. Pred 
pričetkom poskusa smo izmerili transepitelno električno upornost (TEER) z aparatom 
Millicell
®
 ERS-2 Volt-Ohm Meter (Merck Millipore, Nemčija), po navodilih 
proizvajalca. S poskusom smo pričeli takrat, ko so bile vrednosti stabilne in nad 1000 
Ω/cm
2
. Potek poskusa je prikazan na Sliki 14. 
 
Slika 14: Shema dela pri določanju permeabilnosti celičnega monosloja. 
Figure 14: Study design for determination of permeability of cell monolayer. 
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Dan pred začetkom poskusa smo s celic odstranili gojišče in ga nadomestili z DMEM z 
10 % FBS, brez antibiotika. Na dan poskusa smo celice dvakrat sprali s PBS in ponovno 
zamenjali gojišče z brezbarvnim DMEM z 10 % FBS. Pred stimulacijo z izbranimi 
probiotičnimi sevi in ligandom za TLR2, smo eni skupini celic v apikalni razdelek 
nanesli inhibitor PKC Gӧ6983 (5μg/mL; Sigma, ZDA) in celice z njim 1 uro tretirali, 
medtem ko drugo skupino celic nismo tretirali z inhibitorjem. Nato smo v apikalni 
razdelek dodali 10
7
 KE/vdolbinico posameznih probiotičnih sevov ali 20 μg/mL liganda 
za TLR2 – PAM3 in inkubirali 1 uro. Po inkubaciji smo v oba razdelka (apikalni in 
bazolateralni) dodali še H2O2 (750 μM) in v apikalni razdelek 3 kDa FITC-dekstran (0,2 
mg/mL; Thermo Fisher Scientific, ZDA). Za negativno kontrolo smo uporabili 
netretirane celice in celice tretirane le z izbranimi probiotičnimi sevi ali PAM3, za 
pozitivno kontrolo pa smo uporabili celice, ki so bile tretirane s H2O2. V 24-ih urah smo 
v različnih časovnih intervalih iz bazolateralnega razdelka osemkrat vzorčili po 100 μL 
in pomerili intenziteto fluorescence na čitalcu mikrotiterskih plošč SynergyMX (Tecan, 
Švica). Prehod dekstrana iz apikalne na bazolateralno stran smo določali z merjenjem 
ekscitacije odvzetega vzorca pri 485 nm in merjenjem emisije pri 520 nm. Po končanem 
merjenju smo 100 μL vzorca vrnili nazaj na ploščo v bazolateralni razdelek. Pri vsakem 
pogoju so bile tri paralelne ponovitve, poskus smo izvedli v treh bioloških ponovitvah. 
3.8.4 Opazovanje sprememb v razporeditvi proteina ZO-1 in aktinskega 
citoskeleta 
Celice Caco-2 smo nasadili na plošče z 8-imi vdolbinicami (Ibidi, Nemčija) z gostoto 
1,78x10
4
 celic/vdolbinico. Celice smo v gojišču (DMEM z 10 % FBS in 1 % P/S), ki 
smo ga menjavali vsak drugi dan, gojili do diferenciacije 21 dni. Dan pred poskusom 
smo s celic odstranili gojišče in ga nadomestili z DMEM z 10 % FBS, brez antibiotika. 
Pred stimulacijo celic s probiotičnimi sevi in TLR2 ligandom, smo eno skupino celic 1 
uro tretirali z inhibitorjem PKC Gӧ6983 (20 μM; Sigma, ZDA), medtem ko v drugo 
skupino inhibitorja nismo dodali. Nato smo dodali 10
7
 KE/vdolbinico posameznih 
probiotičnih sevov ali 20 μg/mL liganda za TLR2 – PAM3 in inkubirali 1 uro. Po 
inkubaciji smo odstranili gojišče ter sprali celice s PBS. Dodali smo sveže gojišče s 100 
μM H2O2 in inkubirali 2 uri. Za negativno kontrolo smo uporabili netretirane celice in 
celice tretirane le z izbranimi probiotičnimi sevi ali PAM3, za pozitivno kontrolo pa 
smo uporabili celice, ki so bile tretirane s H2O2. Poskus smo izvedli v treh bioloških 
ponovitvah. 
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Preglednica 6: Seznam uporabljenih protiteles pri konfokalni mikroskopiji. 
Table 6: List of used antibodies for confocal microscopy. 
Tarča Barvilo Končna konc. Proizvajalec Kat. številka 
F-aktin Phalloidin Alexa Fluor 647 0,5x Cell Signaling 
Technology (ZDA) 
8940 
ZO-1 ZO-1 Monoclonal Antibody 
Alexa Fluor 488 
6 μg/mL Thermo Fisher 
Scientific (ZDA) 
ZO1-1A12 




Po končani inkubaciji smo odstranili gojišče in celice dvakrat sprali s PBS in jih 20 
minut fiksirali s 4 % raztopino paraformaldehida (Thermo Fisher Scientific, ZDA) pri 
sobni temperaturi. Po fiksaciji smo celice trikrat sprali s PBS in jih permeabilizirali z 
dodatkom 0,1 % raztopine Triton-X100 (Sigma-Aldrich, ZDA) in zopet trikrat sprali s 
PBS. Fiksiranim in permeabiliziranim celicam smo za 30 min pri 37 °C dodali 3 % BSA 
za blokiranje. Vsa uporabljena barvila (Preglednica 6) smo razredčili s 3 % raztopino 
BSA v PBS. Po končanem blokiranju smo celice sprali s PBS in barvali 20 minut pri 
sobni temperaturi z barvilom, ki se veže na F-aktin. Nato smo celice trikrat sprali z 0,2 
% raztopino BSA v PBS ter barvali čez noč pri 4 °C s konjugiranimi primarnimi 
monoklonskimi protitelesi proti ZO-1. Po tem času smo celice trikrat sprali z 0,2 % 
raztopino BSA v PBS, dodali barvilo za jedro in barvali 5 minut pri sobni temperaturi. 
Na koncu smo celice zopet štirikrat sprali in nanesli pritrditveni pufer (Ibidi, Nemčija). 
Mikroskopske preparate smo analizirali z Leica TCS SP6 konfokalnim mikroskopom 
pri 63x povečavi ob uporabi imerzijskega olja (Leica Microsystems, Nemčija). Za 
ekscitacijo in emisijo smo uporabili sledeče valovne dolžine: 
- F-aktin (ekscitacija:633 nm, emisija: 650-700 nm); 
- ZO-1 (ekscitacija: 488 nm, emisija: 500-550 nm); 
- jedro (ekscitacija: 405 nm, emisija: 415-467 nm). 
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4.1 ZAŠČITNI UČINEK PROBIOTIČNIH SEVOV L930BB IN IM386 V in vivo 
ŠTUDIJI NA MIŠJEM MODELU KOLITISA 
Učinkovitost probiotičnih sevov L. fermentum L930BB (L930BB) in B. animalis subsp. 
animalis IM386 (IM386), smo najprej testirali v in vivo poskusu na mišjem modelu 
kolitisa. Poskus so opravili na Inštitutu za patologijo, na Medicinski fakulteti. Klinično 
stanje ter težo živali so spremljali dnevno. Klinična ocena je razkrila, da je kombinacija 
sevov varna za uporabo, saj se skupina PRO ni razlikovala od kontrolne skupine SAL. 
Vse miši, ki so bile tretirane z DSS so imele prizadet kolon in so po tretmaju izgubljale 
telesno maso. Pri histologiji so zato predstavljene samo obolele skupine oziroma razlike 
med njimi. Padec telesne mase je bil značilno manjši pri skupini CsA v primerjavi s 
skupino DSS (Slika 15). Skupina CsA je služila kot kontrola reverzibilnosti 
bolezenskega stanja pri zdravljenju s proti-vnetnim sredstvom. Poleg tega pa smo 
manjši padec telesne mase opazili tudi pri skupini PDP, ki je preventivno prejemala 
L930BB in IM386. 
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Slika 15: Spremembe v telesni masi različno tretiranih skupin miši (n=7-10 miši na skupino). Prvi trije 
prikazani dnevi na grafu so del faze prilagajanja. Prikazane so povprečne vrednosti ± standardna napaka 
povprečja. Skupina CsA, 5-dnevna aplikacija DSS in ciklosporina A, nato pa do konca študije tretma 
samo s ciklosporinom A; skupina DSS, 5-dnevna aplikacija DSS; skupina PDP, dnevna aplikacija 
L930BB in IM386 ves čas študije (20 dni), od 5. do 10. dne študije (5 dni) pa tretma z DSS; skupina 
PRO, 15-dnevna aplikacija L930BB in IM386; skupina SAL, dnevna aplikacija fiziološke raztopine 
tekom celotne študije. 
Figure 15: Changes in body weight in differently treated groups of mice (n=7-10 mice per group). The 
first three days shown on the graph are part of the adaptation phase. Mean values ± SEM are shown. 
Group CsA, 5-day application of DSS and cyclosporine A, and then until the end of the study treatment 
only with cyclosporine A; group DSS, 5-day application of DSS; group PDP, daily application of 
L930BB and IM386 throughout the study (20 days), treatment with DSS from study day 5 till day 10 (5 
days); group PRO, 15-day application of L930BB and IM386; group SAL, daily application of saline 
solution throughout the study. 
Histološka analiza je razkrila, da sta pri živalih, ki so poleg tretmaja z DSS prejemale še 
kombinacijo probiotičnih sevov ali ciklosporina A, globina vnetja stene kolona in 
dolžina lezij manjši kot pri živalih tretiranih samo z DSS (Slika 16). Infiltriranost 
mononuklearnih celic v vnetnem delu mukoze je bila pri vseh obolelih skupinah 
podobna, med njimi ni bilo značilnih razlik. Razlike pa so se pokazale glede 
infiltriranosti mukoze z nevtrofilci, ki je bila značilno manjša pri skupinah PDP in CsA, 
v primerjavi s skupino DSS. 
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Slika 16: Dolžina lezij (A), globina vnetja (B) in infiltracija nevtrofilcev (C) pri različno tretiranih 
skupinah miši (n=7-10 miši na skupino). Prikazane so povprečne vrednosti ± SEM. Statistika: ANOVA z 
metodo LSD (najmanjša značilna razlika); p < 0,05. Skupina CsA, 5-dnevna aplikacija DSS in 
ciklosporina A, nato pa do konca študije tretma samo s ciklosporinom A; skupina DSS, 5-dnevna 
aplikacija DSS; skupina PDP, dnevna aplikacija L930BB in IM386 ves čas študije (20 dni), od 5. do 10. 
dne študije (5 dni) pa tretma z DSS. 
Figure 16: Lesion length (A), depth of inflammation (B) and neutrophil infiltration (C) in differently 
treated groups of mice (n=7-10 mice per group). Mean values ± SEM are shown. Statistics: ANOVA 
followed by a LSD (least significant difference) multiple comparison test; p < 0.05. Group CsA, 5-day 
application of DSS and cyclosporine A, and then until the end of the study treatment only with 
cyclosporine A; group DSS, 5-day application of DSS; group PDP, daily application of L930BB and 
IM386 throughout the study (20 days), treatment with DSS from study day 5 till day 10 (5 days). 
Iz histoloških preparatov je razvidno, da so kripte obolelih skupin (Slika 17B, 17C, 
17D), v primerjavi s kontrolno skupino (Slika 17A), deformirane, razredčene in kažejo 
na zmanjšano sekrecijo mucinov. Mukus se pri tej tehniki barvanja obarva modro in ga 
zato lažje ločimo od epitelnih celic ter vizualno vrednotimo njegovo količino. Miši iz 
skupine PDP in CsA imata značilno manjšo deformiranost kript in značilno večjo 
sekrecijo mukusa v primerjavi z mišjo iz skupine DSS. Baze kript so pri obolelih 
živalih, zaradi gostega vnetnega infiltrata v lamini propriji, odmaknjene od mišične 
plasti sluznice. Ta odmik pa je pri miših iz skupin PDP in CsA značilno manjši v 
primerjavi z živalmi iz skupine DSS. Miši iz skupine DSS so imele najbolj globoko 
vnetje, medtem, ko so imele miši iz skupine CsA blago vnetje, iz skupine PDP pa 
zmerno vnetje, kar kaže na določen zaščitni učinek sevov L930BB in IM386 v smislu 
podpore pri ohranjanju integritete črevesne mukoze. 
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Slika 17: Reprezentativne mikrografije mukoze mišjega kolona iz zdrave in obolelih živali, 10 dni po z 
DSS induciranemu kolitisu, barvane po Kreyberg-Jareg trikrom metodi. Originalne povečave: A-D 100x. 
Zdrava mukoza kolona (kontrolna skupina – SAL) (A). Blago vnetje, omejeno na mukozo in submukozo 
(skupina CsA) (B). Zmerno vnetje, omejeno na mukozo in submukozo (skupina PDP) (C). Transmuralno 
vnetje z erozijo (skupina DSS) (D). 
Figure 17: Representative micrographs of mice colonic mucosa from healthy control and diseased 
animals 10 days after DSS-induced colitis using Kreyberg-Jareg trichrome staining. Original 
magnifications: A-D 100x. Healthy colon mucosa (control group – SAL) (A). Mild inflammation limited 
to mucosa and submucosa (group CsA) (B). Moderate inflammation limited to mucosa and submucosa 
(group PDP) (C). Transmural inflammation accompanied by erosion (group DSS) (D). 
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4.2 MEHANIZMI ZAŠČITNEGA DELOVANJA PROBIOTIČNIH SEVOV 
Zaščitni vpliv sevov L930BB in IM386, ki smo ga opazili v in vivo eksperimentu na 
mišjem modelu kolitisa, smo želeli v nadaljevanju pojasniti tudi na molekularni ravni. 
Za odkrivanje mehanizmov delovanja proučevanih sevov smo najprej določali signalne 
poti, ki so vpletene v zaščitni vpliv sevov. Analizo izražanja genov vzorcev mišjega 
kolona na mikromrežah so naredili na Centru za funkcijsko genomiko in bio-čipe, 
Medicinske fakultete v Ljubljani. Iz pridobljenih podatkov smo lahko določili 
diferenčno izražene gene in jih primerjali med obolelimi in zdravo skupino. 
Multidimenzionalno skaliranje normaliziranih podatkov je pokazalo značilne razlike v 
grupiranju vseh skupin (Slika 18). Razporeditev skupine PRO je bila primerljiva 
razporeditvi skupine SAL, kar kaže, da med njima ni bistvenih razlik tudi na nivoju 
izražanja genov. Skupina DSS je bila najbolj razpršena in odmaknjena od ostalih skupin 
kar nakazuje, da je preventivni dodatek proučevanih sevov vplival na izražanje genov. 
Zato smo menili, da bomo iz razlik v izražanju genov lahko poiskali signalne poti, 
vključene v mehanizem protivnetne zaščite kolona. 
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Slika 18: Prikaz razlik med skupinami z multidimenzionalnim skaliranjem (MDS) normaliziranih 
podatkov. MDS vključuje vrhnjih 1000 Affymetrix sond. Skupina CsA, 5-dnevna aplikacija DSS in 
ciklosporina A, nato pa do konca študije tretma samo s ciklosporinom A; skupina DSS, 5-dnevna 
aplikacija DSS; skupina PDP, dnevna aplikacija L930BB in IM386 ves čas študije (20 dni), od 5. do 10. 
dne študije (5 dni) pa tretma z DSS; skupina PRO, 15-dnevna aplikacija L930BB in IM386; skupina 
SAL, dnevna aplikacija fiziološke raztopine tekom celotne študije. logFC – dvojiški logaritem razmerja 
med vzorcema. 
Figure 18: Demonstration of separation between groups with multidimensional scaling (MDS) of 
normalised data. MDS includes top 1000 Affymetrix probes. Group CsA, 5-day application of DSS and 
cyclosporine A, and then until the end of the study treatment only with cyclosporine A; group DSS, 5-
day application of DSS; group PDP, daily application of L930BB and IM386 throughout the study (20 
days), treatment with DSS from study day 5 till day 10 (5 days); group PRO, 15-day application of 
L930BB and IM386; group SAL, daily application of saline solution throughout the study. logFC – 
logarithmic fold change. 
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Podobnosti in razlike v ekspresijskih vzorcih med skupinami miši je pokazalo tudi 
hierarhično klastriranje diferenčno izraženih genov, in sicer tako v primeru določanja 
ekspresijskih vzorcev glede na diferenčno izražene gene med obolelimi in zdravimi 
skupinami (Slika 19A) kot tudi v primeru postavitve ekspresijskih vzorcev vseh skupin 
glede na diferenčno izražanje genov med skupinama PDP in DSS (Slika 19B). Pri 
primerjavi zdravih in obolelih skupin so bile pri skupini PRO, v primerjavi s skupino 
SAL, razlike manj opazne (Slika 19A). Obolele skupine so imele podobne ekspresijske 
vzorce, kljub temu pa sta se skupini PDP in CsA razlikovali od skupine DSS (Slika 
19A). Razlike med skupinami so se prikazale tudi, ko so hierarhično klastriranje izvedli 
glede na skupino PDP in DSS (Slika 19B). Skupine PRO, SAL in CsA so imele pri tej 
primerjavi podobne ekspresijske vzorce, ki so se razlikovali od skupine DSS. Značilno 
drugačne vzorce ekspresije, v primerjavi z ostalimi skupinami, pa je imela tudi skupina 
PDP (Slika 19B). 
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Slika 19: Hierarhično klastriranje diferenčno izraženih genov med zdravimi in obolelimi skupinami (A) 
ter med skupinama DSS in PDP (B). Na podlagi transkripcije genov so prikazani vzorci, ki razkrivajo 
razlike v izražanju med različnimi skupinami (dvojiški logaritem razmerja med vzorcema > 1, prilagojena 
p-vrednost < 0,05). Oranžno – skupina PRO, modro – skupina SAL, zeleno – skupina CsA, rumeno – 
skupina DSS, sivo – skupina PDP. 
Figure 19: Hierarchical clustering of differentially expressed genes between healthy and diseased groups 
(A) and between the DSS and PDP groups (B). Gene transcription is used to show patterns which reveal 
differential expression among groups (log 2 fold change > 1, adjusted p-value < 0.05). Orange – group 
PRO, blue – group SAL, green – group CsA, yellow – group DSS, grey – group PDP. 
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Iz podatkov analize na mikromrežah smo pripravili Venn-ov diagram, ki prikazuje 
diferenčno izražene gene obolelih skupin, v primerjavi s kontrolno skupino SAL (Slika 
20). Iz Slike 20 je razvidno število diferenčno izraženih genov, ki je skupno vsem 
obolelim skupinam (97) in število genov, ki so izraženi samo v eni od testnih skupin. 
Skoraj polovico (500) diferenčno izraženih genov najdemo samo pri skupini PDP, v 
primerjavi z ostalimi skupinami. V ta nabor so vključeni tudi geni, ki so vpleteni v 
popravilo tkiv in smo jih kasneje povezali s signalnimi potmi, ki vplivajo na zaščito 
črevesne epitelne bariere. 
 
Slika 20: Vennov diagram razlik v ekspresiji genov (razlike določene glede na skupino SAL) med 
obolelimi skupinami DSS, PDP in CsA. Skupina CsA, 5-dnevna aplikacija DSS in ciklosporina A, nato 
pa do konca študije tretma samo s ciklosporinom A; skupina DSS, 5-dnevna aplikacija DSS; skupina 
PDP, dnevna aplikacija L930BB in IM386 ves čas študije (20 dni), od 5. do 10. dne študije (5 dni) pa 
tretma z DSS; skupina SAL, dnevna aplikacija fiziološke raztopine tekom celotne študije. 
Figure 20: Venn diagram (differential expression based on group SAL) of differences in gene expression 
among diseased groups DSS, PDP and CsA. Group CsA, 5-day application of DSS and cyclosporine A, 
and then until the end of the study treatment only with cyclosporine A; group DSS, 5-day application of 
DSS; group PDP, daily application of L930BB and IM386 throughout the study (20 days), treatment 
with DSS from study day 5 till day 10 (5 days); group SAL, daily application of saline solution 
throughout the study. 
Z uporabo programskega paketa PGSEA in javno dostopne baze podatkov KEGG, smo 
pridobili skupine genov, ki imajo zmerne, vendar skladne spremembe v izraženosti – 
obogatene skupine genov. Baza KEGG vsebuje podatke o genih, ki skupaj sodelujejo v 
bioloških poteh ali imajo v genski ontologiji pripisano isto molekularno funkcijo ali 
biološki proces. S proučevanjem skupin genov, namesto razlik v ekspresiji posameznih 
genov, smo tako zajeli tudi manj opazne spremembe v ekspresiji, upoštevali pa smo tudi 
dejstvo, da je izražanje genov medsebojno odvisno. Ugotovili smo, da so diferenčno 
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izraženi geni in obogatene signalne poti, v skupini PDP povezane z ohranjanjem 
črevesne epitelne bariere, celjenjem ran črevesnih epitelnih celic in številnimi drugimi 
komponentami, ki prispevajo k homeostazi črevesa (Slika 21). Najbolj pogosti biološki 
procesi, vključeni v zaščitno funkcijo bariere, so bili povezani s PI3K/Akt, MAPK, NF-
κB, TLR, proteini medceličnih stikov in z regulacijo aktinskega citoskeleta. 
 
Slika 21: Mreža signalnih poti, povezanih s črevesno epitelno bariero (iz KEGG baze podatkov), 
obogatenih le v skupini PDP in ne v skupini DSS – razlike določene glede na skupino SAL (dvojiški 
logaritem razmerja med vzorcema > 1; analiza v Cytoscape programskem okolju z vključkom ClueGo). 
Večji krogi prikazujejo bolj obogatene signalne poti. 
Figure 21: Network of signalling pathways involved in intestinal epithelial barrier protection (from 
KEGG database), enriched only in the PDP group and not in the DSS gorup – differential expression 
based on group SAL (log 2 fold change > 1; Cytoscape analysis, ClueGO plug-in). Larger circles 
represent more enriched pathways. 
Za kontrolo podatkov, pridobljenih iz mikromrež, smo izbrali in s qRT-PCR preverili, 
32 diferenčno izraženih genov (Slika 22). Izbrali smo gene, ki so vpleteni v signalne 
poti, povezane z zaščito črevesne epitelne pregrade. Pri začetnem signaliziranju je 
sodelovala poddružina receptorskih tirozin-kinaz (RTK), ki jih aktivirajo rastni faktorji 
in tako sprožijo fosforilacijo drugih proteinov v signalni kaskadi. Iniciacija zaščitnih 
signalnih kaskad pa je bila povezana tudi s TLR-ji, ki preko MyD88 in fosforilacije 
serin/treonin-kinaz, aktivirajo transkripcijski faktor NF-κB ter signalno pot PI3K/Akt in 
s tesnimi stiki povezane signalne poti. Ekspresija FGF (gen Fgf7), TLR2 in TLR9 je 
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bila povišana v skupini PDP, medtem ko je pri drugih skupinah ostala nespremenjena 
ali pa je bilo povišanje manjše (Slika 22A). Ekspresija PDGF (gen Pdgfd) je bila 
značilno znižana pri skupini DSS v primerjavi z ostalimi skupinami. 
Opazili smo povišano ekspresijo genov iz družine PI3Ks, ki je zelo pomembna pri 
vzdrževanju celične homeostaze in vpliva na apoptozo. Značilno povišano ekspresijo v 
skupini PDP smo določili za gene Pik3cd, Pik3cg in Pik3r5 (Slika 22B). PI3Ks 
fosforilirajo fosfatidilinozitol v fosfoinozitid, ki se nato veže z Akt, ter vpliva na njeno 
aktivnost in lokacijo v celici. Povišano ekspresijo gena Akt3 smo določili v skupini PDP 
in ne v drugih skupinah. 
S TLR2 in RTK povezane signalne kaskade lahko vodijo v stabilizacijo 
aktomiozinskega obroča preko PLC in določenih izoform PKC (Cario, 2008; Corr in 
sod., 2014; Gay in sod., 2014). Tako Plcb kot tudi Plcg sta imela značilno povišano 
ekspresijo v skupini PDP (Slika 22C). PLC katalizirajo hidrolizo PIP2, pri kateri pride 
do nastanka sekundarnih prenašalcev, ki regulirajo aktivacijo specifičnih izoform PKC 
in njihovo translokacijo k membrani, za nadaljnji prenos signalnih kaskad (Brose in 
sod., 2004). Ugotovili smo, da je bila ekspresija konvencionalne PKC (gen Prkcb), ki je 
povezana z zaščito epitelne bariere, povišana pri skupini PDP medtem, ko je pri ostalih 
skupinah ostala nespremenjena (Slika 22C). Samo pri skupini PDP smo opazili tudi 
povišano ekspresijo kortaktina, ki stabilizira medcelične stike preko proteina ZO-1. 
Poleg s tesnimi stiki povezane stabilizacije aktomiozinskega obroča, je analiza na 
mikromrežah nakazala povišano ekspresijo genov, vpletenih v reorganizacijo aktinskega 
citoskeleta, na katero v veliki meri vplivajo proteini Rac – z Ras sorodni substrat za 
toksin botulin C3 (angl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate), ki se lahko 
aktivirajo po PI3K odvisni in PI3K neodvisni poti preko GEF (Welch in sod., 2003). 
Rezultati, pridobljeni iz mikromrež in analize qRT-PCR, so pri skupini PDP pokazali 
povišano ekspresijo genov Pik3cd, Pik3cg, Pik3r5, ki kodirajo proteine iz družine 
PI3Ks. Poleg tega pa je imela skupina PDP tudi povišano ekspresijo genov Vav1 in 
Arhgef6, ki spadata med GEF (Slika 22D). Kot že omenjeno, tako PI3Ks kot GEF 
aktivirajo proteine Rac in v skupini PDP smo ugotovili povišano ekspresijo gena Rac2. 
Opisana signalna pot vodi preko PI3Ks, Vav, Rac in fosfatidilinozitol-4-fosfat-5-kinaze 
(PI4P5K – gen Pip4k2a) do inhibicije gelsolina. Zaradi inhibicije se gelsolin več ne 
veže na F-aktin in tako ne zavira njegove izgradnje. Na F-aktin vplivajo tudi drugi ABP, 
ki uravnavajo nastajanje, povezovanje, rast in cepitev aktinskih filamentov. Največje 
spremembe v ekspresiji dveh proteinov iz te skupine, proteina sindroma Wiskott-
Aldrich (angl. Wiskott-Aldrich syndrome protein, WASP) – gen Was in scinderina – 
gen Scin, smo opazili pri skupini PDP (Slika 22D). 
Paveljšek D. Mehanizmi aktivacije naravne imunosti … z izbranimi probiotičnimi sevi bakterij. 




Slika 22: Relativne ravni diferenčno izraženih genov (diferenčno izražanje glede na skupino SAL), ki so 
vpleteni v vzdrževanje črevesne epitelne bariere. Geni, ki so vpleteni v začetnih signalnih kaskadah (A). 
Geni, ki sodelujejo v PI3K/Akt signalni poti (B). Geni, ki vplivajo na tesne stike (C). Geni, ki vplivajo na 
regulacijo aktinskega citoskeleta (D). Prikazano je povprečje ± standardna napaka. Statistika: Studentov t-
test; p < 0,05; relativno razmerje med vzorcema > 2. 
Figure 22: Relative levels of differentially expressed genes (differential expression based on group SAL) 
involved in the maintenance of intestinal epithelial barrier function. Genes that induce signalling cascades 
(A). Genes that participate in PI3K/Akt signalling pathway (B). Genes that impact on tight junction (C). 
Genes that contribute to the regulation of actin cytoskeleton (D). Mean values ± standard error are shown. 
Statistics: Student’s t-test; p < 0.05; fold change > 2. 
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Na Sliki 23 je prikazana shema zgoraj opisanih aktiviranih signalnih poti, ki smo jih 
preverili s qRT-PCR. Kot smo že omenili, je bilo poleg PKC, ki vodi v stabilizacijo 
aktomiozinskega obroča, zaznano tudi povišano izražanje PI3K in njenih tarč kot je 
Rac, ki koordinira organizacijo aktinskega citoskeleta ter Akt, ki ima pomembno vlogo 
pri preprečevanju s citokini povzročene apoptoze. Na podlagi naših izsledkov so tako 
PI3K, Akt kot tudi PKC in nekatere druge signalne molekule, ki so imele zaznano 
povišano izražanje genov pri omenjenih poteh, posledica s TLR2 povezanih signalnih 
kaskad. 
 
Slika 23: Diferenčno izraženi geni in obogatene poti, povezane s TLR2 signalizacijo, pri miših iz skupine 
PDP (dvojiški logaritem razmerja med vzorcema > 1, prilagojena p-vrednost < 0,05). AKT – protein-
kinaza B, BAD – promotor smrti, povezan z družino Bcl-2 (B-celični limfom 2), BAX – Bcl-2 podobni 
protein 4, DAG – diacilglicerol, FOXO – transkripcijski faktorji »forkhead box« O, GSN – gelsolin, JAM 
– stična adhezijska molekula, NF-κB – nuklearni faktor kapa B, PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza, 
PI4P5K fosfatidilinozitol-4-fosfat 5-kinaza, PIP2 – fosfatidilinozitol-bisfosfat, PKCβ – protein-kinaza C 
β, PLC – fosfolipaza C, RAC1 – z Ras sorodni substrat 1 za toksin botulin C3, TLR2 – Toll-u podobni 
receptor 2, VAV – GEF (faktor izmenjave nukleotida gvanin) za G-proteine iz družine Rho, ZO – zonula 
occludens. 
Figure 23: Differential gene expression and enriched pathways, related with TLR2 signalling, in mice 
from group PDP (log 2 fold change > 1, adjusted P value < 0.05). AKT – protein kinase B, BAD – Bcl-2 
(B-cell lymphoma 2)-associated death promoter, BAX – Bcl-2-like protein 4, DAG – diacylglycerol, 
FOXO – forkhead box O transcription factors, GSN – gelsolin, JAM – junctional adhesion molecule, NF-
κB – nuclear factor kappa B, PI3K – phosphatidylinositol 3-kinase, PI4P5K – phosphatidylinositol-4-
phosphate 5-kinase, PIP2 – phosphatidylinositol-bisphosphate, PKCβ – protein kinase C β, PLC – 
phospholipase C, RAC1 – Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, TLR2 – Toll-like receptor 2, VAV 
– GEF (guanine nucleotide exchange factor) for small G proteins of the Rho family, ZO – zonula 
occludens. 
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V skupini PDP je bilo obogatenih tudi nekaj drugih signalnih poti, ki pa niso imele 
zveznega povišanega izražanja genov v celotni signalni kaskadi. Kljub temu pa so vse te 
poti vključene pri zaščiti epitelija. Med njimi so ErbB, ki spada v družino RTK, NF-κB, 
MAPK, s transkripcijskimi faktorji »forkhead box« O (angl. forkhead box O 
transcription factors, FoxO) in z Ras sorodnim proteinom 1 (angl. Ras-related protein 1, 
Rap1) povezana signalna pot ter fokalna adhezija, črevesni IgA in biosinteza mucinov 
tipa O-glikan (Slika 24). 
 
Slika 24: Prikaz signalnih poti iz analize obogatenih skupin genov, vpletenih v zaščitno funkcijo črevesne 
epitelne bariere (dvojiški logaritem razmerja med vzorcema > 1, prilagojena p-vrednost < 0,05). Skupina 
CsA, 5-dnevno dodajanje DSS in ciklosporina A (pričetek dodajanja na isti dan kot DSS) in nato samo 
ciklosporina A do konca študije; skupina DSS, 5-dnevno dodajanje DSS; skupina PDP, 6-dnevno 
preventivno dodajanje L930BB in IM386 in nato 5-dnevni dodatek DSS (miši so prejemale seva do konca 
študije); skupina PRO, 15-dnevno dodajanje L930BB in IM386; skupina SAL, dodajanje fiziološke 
raztopine od začetka do konca študije. 
Figure 24: Overview of signalling pathways from gene set enrichment analysis, involved in protection of 
intestinal epithelial barrier function (log 2 fold change > 1, adjusted P value < 0.05). Group CsA, 5-day 
treatment with DSS and cyclosporine A (starting the same day as DSS) and then only with cyclosporine A 
until the end of the study; group DSS, 5-day treatment with DSS; group PDP, 6-day pretreatment with 
L930BB and IM386 prior to the addition of DSS for 5 days (mice received strains until the end of the 
study); group PRO, treatment with L930BB and IM386 for 15 days; group SAL, saline treatment from 
the beginning until the end of the study. 
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4.2.1 Signalizacija preko receptorjev TLR 
Iz in vivo poskusa na mišjem modelu in analize transkriptoma na mikromrežah je bilo 
razvidno, da so signalne poti, ki imajo vlogo pri zaščiti črevesne epitelne pregrade, 
posledica s TLR2 povezanih signalnih kaskad. Zato smo se odločili, da najprej 
preverimo ali proučevana probiotična seva (IM386, L930BB) zares lahko sprožita 
signalizacijo preko TLR2. Poleg proučevanih sevov smo v eksperimente vključili še 
seva L. gasseri K7 in L. plantarum WCFS1, ki že imata dokazan in vitro zaščitni vpliv 
na črevesno epitelno bariero. V eksperimentih smo uporabili HEK293 celično linijo, ki 
smo jo transficirali s kontrolnim plazmidom ter plazmidi, ki vsebujejo zapis za 
uporabljene TLR-je, Fluc in Rluc. Po transfekciji smo celice stimulirali z izbranimi 
probiotičnimi sevi v različnih koncentracijah in izmerili luciferazno aktivnost, ki je bila 
merilo za aktivacijo promotorja NF-κB. Za kontrolo smo uporabili sintetična liganda za 
TLR1/TLR2, PAM3, in za TLR2/TLR6, PAM2. Rezultati aktivacije transkripcijskega 
faktorja NF-κB, z izbranimi probiotičnimi sevi, preko kombinacije receptorjev TLR1 in 
TLR2, so prikazani na Sliki 25. 
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Slika 25: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB preko kombinacije receptorjev TLR1 in TLR2, po 
stimulaciji celic HEK293 z izbranimi probiotičnimi sevi. L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), 
B. animalis subsp. animalis IM386 (C) ter L. plantarum WCFS1 (D). Prikazano je povprečje ± standardni 
odklon. NS – nestimulirane celice, RLE – relativne luciferazne enote. 
Figure 25: Activation of the transcription factor NF-κB in HEK293 cell line with different concentrations 
of selected probiotic strains through TLR1 and TLR2 receptor combination. L. gasseri K7 (A), L. 
fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. animalis IM386 (C) and L. plantarum WCFS1 (D). Mean 
values ± standard deviation are shown. NS – non-stimulated cells, RLE – relative luciferase units. 
Ugotovili smo, da so vsi sevi sposobni aktivacije NF-κB preko kombinacije TLR2 
receptorja s TLR1 (Slika 25), kot tudi preko kombinacije TLR2 receptorja s TLR6 
(Slika 26). Preko kombinacije receptorjev TLR1/TLR2 je največjo aktivnost NF-κB 
sprožil sev K7, medtem ko je sev IM386 povzročil visoko aktivnost tudi pri nižjih 
koncentracijah (Slika 25). V splošnem je bila aktivacija preko kombinacije TLR2/TLR6 
močnejša kot preko kombinacije TLR1/TLR2. Z razliko od aktivacije NF-κB preko 
TLR1/TLR2 je najmočnejšo aktivacijo preko kombinacije TLR2/TLR6 sprožil sev 
IM386. Pri tem sevu smo opazili visoko aktivnost NF-κB že pri nižjih koncentracijah 
bakterijskih celic. 
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Slika 26: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB preko kombinacije receptorjev TLR2 in TLR6, po 
stimulaciji celic HEK293 z izbranimi probiotičnimi sevi. L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), 
B. animalis subsp. animalis IM386 (C) ter L. plantarum WCFS1 (D). Prikazano je povprečje ± standardni 
odklon. NS – nestimulirane celice, RLE – relativne luciferazne enote. 
Figure 26: Activation of the transcription factor NF-κB in HEK293 cell line with different concentrations 
of selected probiotic strains through TLR2 and TLR6 receptor combination. L. gasseri K7 (A), L. 
fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. animalis IM386 (C) and L. plantarum WCFS1 (D). Mean 
values ± standard deviation are shown. NS – non-stimulated cells, RLE – relative luciferase units. 
Z dvojnim luciferaznim testom smo preizkusili ali lahko sevi sprožijo signalizacijo tudi 
preko TLR5 in TLR9 (Slika 27). Za kontrolo aktivacije NF-κB preko teh dveh 
receptorjev smo uporabili sintetična liganda flagelin bakterije Salmonella typhimurium 
(SaTy) za TLR5 in CpG-ODN za TLR9. Ugotovili smo, da sevi K7, L930BB, IM386 in 
WCFS1 preko TLR5 in TLR9 ne sprožijo aktivacije NF-κB. 
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Slika 27: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB pri celični liniji HEK293 z izbranimi probiotičnimi 
sevi preko TLR5 (A) in TLR9 (B). Prikazano je povprečje ± standardni odklon. Uporabljeni sevi: L. 
gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. animalis IM386, L. plantarum WCFS1. NS – 
nestimulirane celice, RLE – relativne luciferazne enote. 
Figure 27 Activation of transcription factor NF-κB in HEK293 cell line with selected probiotic strains 
through TLR5 (A) and TLR9 (B). Mean values ± standard deviation are shown. Used strains: L. gasseri 
K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. animalis IM386, L. plantarum WCFS1. NS – non-
stimulated cells, RLE – relative luciferase units. 
Med izvajanjem eksperimentalnega dela smo preverili tudi specifičnost uporabljenih 
ligandov, ki so nam služi kot pozitivna kontrola (Slika 28). Ugotovili smo, da PAM2, ki 
naj bi bil specifični ligand za signalizacijo preko TLR2/TLR6 heterodimera, sproži 
aktivacijo NF-κB tudi preko TLR1/TLR2 heterodimera. Poleg tega je bila aktivacija 
NF-κB, preko TLR1/TLR2, s PAM2 višja kot s PAM3, ki naj bi bil specifičen za to 
kombinacijo receptorjev. Prav tako je tudi PAM3, ki je specifičen ligand za 
TLR1/TLR2, sprožil aktivacijo NF-κB preko TLR2/TLR6 heterodimera, vendar je bila 
aktivacija nižja v primerjavi s PAM2. Tako PAM2 kot tudi PAM3 pa sta bila sposobna 
sprožiti aktivacijo NF-κB pri celicah HEK293, transficiranih le s TLR2. 
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Slika 28: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB z ligandi za TLR2 (PAM2, PAM3) in različnimi 
kombinacijami receptorjev TLR1, TLR2 in TLR6, pri celični liniji HEK293. Prikazano je povprečje ± 
standardni odklon. NS – nestimulirane celice, RLE – relativne luciferazne enote. 
Figure 28: Activation of transcription factor NF-κB with TLR2 ligands (PAM2, PAM3) and different 
TLR1, TLR2 and TLR6 receptor combinations, in HEK293 cell line. Mean values ± standard deviation 
are shown. NS – non-stimulated cells, RLE – relative luciferase units. 
V literaturi pogosto omenjajo, da imajo lahko zaščitni, probiotični učinek tudi mrtve 
bakterijske celice ali njihovi metaboliti (Taverniti in Guglielmetti, 2011). Zato smo 
preverili ali lahko sprožijo signalizacijo preko TLR2 tudi mrve celice probiotičnih 
sevov in supernatant medija, v katerem so bili probiotiki gojeni. Med seboj smo 
primerjali aktivacijo NF-κB, ki jo sprožijo žive in mrtve celice probiotičnih sevov ter 
supernatant gojitvenega medija, glede na sintetični ligand PAM2 (Slika 29). Pri vseh 
izbranih sevih smo ugotovili, da lahko sprožijo aktivacijo preko TLR2, TLR1/TLR2 ter 
TLR2/TLR6 tako žive kot tudi mrtve celice in sekretorne komponente v supernatantu. 
Pri preskušanju signalizacije preko TLR2/TLR10 ni bilo razlik v primerjavi s kontrolo. 
Pri sevih K7, L930BB in IM386 sta sprožila supernatant in mrtve celice aktivacijo, 
primerljivo z aktivacijo, ki so jo sprožile žive celice seva. Največjo aktivacijo NF-κB 
so, ne glede na tretma, sprožili sevi preko TLR2/TLR6, ki je bila pri stimulaciji celic 
HEK293 s sevoma K7 in IM386 značilno večja v primerjavi z aktivacijo preko TLR2 
ali TLR1/TLR2. Medtem, ko je bila aktivacija NF-κB preko TLR2/TLR6 pri stimulaciji 
celic s sevoma L930BB in WCFS1 bolj primerljiva z aktivacijo NF-κB preko 
TLR1/TLR2 ali TLR2. 
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nadaljevanje Slike 29 
 
Slika 29: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB preko različnih kombinacij receptorjev TLR1, 
TLR2, TLR6 in TLR10, z živimi in mrtvimi bakterijskimi celicami ter s supernatantom medija v katerem 
so bile gojene probiotične bakterije L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. 
animalis IM386 (C) ter L. plantarum WCFS1 (D), pri celicah HEK293. Prikazano je povprečje ± 
standardni odklon. 
Figure 29: Activation of transcription factor NF-κB through different TLR1, TLR2, TLR6 and TLR10 
receptor combinations, with live and killed bacterial cells and with supernatant of growth medium after 
cultivation of probiotic bacteria L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. 
animalis IM386 (C) and L. plantarum WCFS1 (D), in HEK293 cells. Mean values ± standard deviation 
are shown.  
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Zaradi uspešne aktivacije NF-κB po stimulaciji celic HEK293 s supernatantom medija, 
v katerem so bili gojeni izbrani probiotični sevi, smo se odločili za nadaljnjo 
frakcionacijo supernatanta. Z uporabo filtra, ki koncentrira molekule večje od 10 kDa, 
smo za stimulacijo celic HEK293 pripravili koncentrat in permeat supernatanta, pri 
izvedbi poskusa pa pri stimulaciji celic vključili še supernatant brez koncentriranja 
(Slika 30). Ugotovili smo, da so aktivacijo sprožile sekretorne komponente, večje od 10 
kDa, saj permeat ni sprožil aktivacije. 
 
Slika 30: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB preko različnih kombinacij receptorjev TLR1, 
TLR2 in TLR6 s supernatantom ter koncentriranim supernatantom in permeatom medija, v katerem so 
bili gojeni probiotični sevi L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. animalis 
IM386 (C) ter L. plantarum WCFS1 (D), pri celični liniji HEK293. Prikazano je povprečje ± standardni 
odklon. NS – nestimulirane celice, RLE – relativne luciferazne enote. 
Figure 30: Activation of transcription factor NF-κB through different TLR1, TLR2 and TLR6 receptor 
combinations with supernatant, concentrated supernatant and permeate of growth medium after 
cultivation of probiotic strains L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. animalis 
IM386 (C) and L. plantarum WCFS1 (D), in HEK293 cell line. Mean values ± standard deviation are 
shown. NS – non-stimulated cells, RLE – relative luciferase units. 
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Pred kratkim so v literaturi na novo opisali povezovanje TLR2 z receptorjem TLR10, ki 
do sedaj še nima dobro opisane vloge (Oosting in sod., 2014). Zanj so dokazali 
vpletenost v imunomodulacijo preko inhibicije običajne signalne poti receptorjev TLR, 
ki vodi do NF-κB, kar lahko pomaga preprečiti pretiran imunski odziv (Jiang in sod., 
2016). Glede na te podatke v literaturi smo najprej preverili ali sta sintetična liganda za 
s TLR2 povezano signalizacijo, PAM2 in PAM3, sposobna zmanjšati aktivacijo NF-κB, 
ko celice HEK293, transficirane s TLR1, TLR2 in TLR6 transficiramo še z 
naraščajočimi koncentracijami TLR10 (Slika 31). Ugotovili smo, da lahko tako PAM2, 
kot tudi PAM3 preko TLR10 zmanjšata aktivacijo NF-κB. 
 
Slika 31: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB preko kombinacije receptorjev TLR1, TLR2 (A) 
ter TLR2, TLR6 (B) in receptorja TLR10 v različnih razmerjih, z ligandi za TLR2 (PAM2, PAM3), pri 
celični liniji HEK293. Prikazano je povprečje ± standardni odklon. NS – nestimulirane celice. 
Figure 31: Activation of transcription factor NF-κB through receptor combinations TLR1, TLR2 (A) and 
TLR2, TLR6 (B) with different ratios of TLR10 and TLR2 ligands (PAM2, PAM3), in HEK293 cell line. 
Mean values ± standard deviation are shown. NS – non-stimulated cells. 
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V naslednjem koraku smo enak poskus izvedli še z izbranimi probiotičnimi sevi (Slika 
32). Ugotovili smo, da tudi sevi, tako kot sintetična liganda, zmanjšajo aktivacijo NF-
κB v primeru transfekcije celic HEK293 še z naraščajočimi koncentracijami TLR10, 
tako v povezavi s TLR1/TLR2 kot tudi s TLR2/TLR6. 
 
Slika 32: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB s probiotičnimi sevi, preko kombinacije 
receptorjev TLR1, TLR2 (A) ter TLR2, TLR6 (B) in receptorja TLR10 v različnih razmerjih, pri celični 
liniji HEK293. Prikazano je povprečje ± standardni odklon. Uporabljeni sevi: L. gasseri K7, L. fermentum 
L930BB, B. animalis subsp. animalis IM386, L. plantarum WCFS1. NS – nestimulirane celice. 
Figure 32: Activation of transcription factor NF-κB with probiotic strains through receptor combinations 
TLR1, TLR2 (A) and TLR2, TLR6 (B) with different ratios of TLR10, in HEK293 cell line. Mean values 
± standard deviation are shown. Used strains: L. gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. 
animalis IM386, L. plantarum WCFS1. NS – non-stimulated cells. 
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Zaradi vpletenosti PI3K/Akt signalne poti pri TLR10 signalizaciji, ki so jo opisali 
Oosting in sod. (2014), smo v nadaljevanju želeli preveriti vpliv probiotikov in 
sintetičnih ligandov za TLR2, na omenjeno signalno pot. Poleg tega pa smo že pri 
mišjem eksperimentu ugotovili, da imajo geni PI3K/Akt signalne poti pri skupini PDP 
povišano ekspresijo v primerjavi s skupino SAL. Eksperimente smo izvajali na črevesni 
epitelni celični liniji Caco-2. V poskus smo vključili tudi inhibitorje za TLR2 in PI3K z 
namenom, da bi dodatno podprli povezavo med izbranimi sevi, TLR2 in PI3K/Akt 
signalno potjo. Na Caco-2 celični liniji smo z metodo prenosa western najprej preverili 
delovanje inhibitorjev na fosforilacijo Akt (Slika 33). Ugotovili smo, da inhibitor za 
PI3K (LY) ustrezno zmanjša fosforilacijo Akt, v manjši meri pa zmanjša fosforilacijo 
protitelo abTLR2, ki je inhibitor za TLR2. 
 
Slika 33: Vpliv inhibitorjev TLR2 (abTLR2) in PI3K (LY) na fosforilacijo Akt pri nestimuliranih celicah 
Caco-2. Prenos western za fosforilirano obliko Akt (pAKT) in β-aktin kot interno kontrolo (A). 
Kvantifikacija intenzitete lis s programsko opremo ImageJ (B). NS – nestimulirane celice. 
Figure 33: Impact of TLR2 (abTLR2) and PI3K (LY) inhibitors on phosphorylation of Akt in non-
stimulated Caco-2 cells. Western blot for phosphorylated Akt (pAkt) and internal control β-actin (A). 
Quantification of band intensity with software ImageJ (B). NS – non-stimulated cells. 
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Pri naslednjem eksperimentu smo preverili vpliv probiotičnih sevov in ligandov za 
TLR2 na fosforilacijo Akt (Slika 34). Ugotovili smo, da tako PAM2 in PAM3 kot tudi 
vsi proučevani probiotični sevi povečajo fosforilacijo Akt v primerjavi s kontrolo. Tako 
LY kot tudi abTLR2 pa sta inhibirala vpliv probiotikov in TLR2 ligandov pri 
fosforilaciji Akt, ki se ni povišala, kar dodatno potrdi vpletenost PI3K/Akt v 
signalizacijski poti, ki jo preko receptorjev TLR2 sprožijo probiotični sevi. 
 
 
Slika 34: Vpliv sintetičnih ligandov TLR2 (PAM2, PAM3) ter izbranih probiotičnih sevov, ob dodatku 
inhibitorjev TLR2 (abTLR2) in PI3K (LY), na fosforilacijo Akt pri celicah Caco-2. Prenos western za 
fosforilirano obliko Akt (pAKT) in β-aktin kot interno kontrolo (A). Kvantifikacija intenzitete lis s 
programsko opremo ImageJ (B). Uporabljeni sevi: L. gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis 
subsp. animalis IM386, L. plantarum WCFS1. NS – nestimulirane celice. 
Figure 34: Impact of synthetic TLR2 ligands (PAM2, PAM3) and selected probiotic strains with TLR2 
(abTLR2) and PI3K (LY) inhibitors on phosphorylation of Akt in Caco-2 cell line. Western blot for 
phosphorylated Akt (pAkt) and internal control β-actin (A). Quantification of band intensity with 
software ImageJ (B). Used strains: L. gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. animalis 
IM386, L. plantarum WCFS1. NS – non-stimulated cells. 
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4.2.2 Vzdrževanje črevesne epitelne bariere 
V tem sklopu poskusov smo poskušali opisati možni zaščitni vpliv probiotičnih sevov 
na črevesno epitelno bariero. Zaščitni vpliv probiotikov pri vnetnih razmerah smo 
preverjali z določanjem celične smrti, permeabilnosti celičnega monosloja ter 
opazovanjem razporeditve proteina tesnih stikov ZO-1 in aktinskega citoskeleta. V 
poskuse smo vključili tudi TLR2 ligand z namenom, da bi potrdili vpletenost TLR2 pri 
vzdrževanju črevesne epitelne bariere. 
4.2.2.1 Vpliv izbranih probiotičnih sevov na apoptozo črevesnih epitelnih celic 
Preden smo pričeli s proučevanjem vpliva probiotičnih sevov na apoptozo in nekrozo 
epitelnih celic pri vnetnih razmerah, smo preverili primernost celičnih linij Caco-2 in 
HT-29 za predvidene eksperimente. Celični liniji Caco-2 in HT-29 smo zato za 
stimulacijo vnetja najprej izpostavili TNF-α in IL-1β, nato pa z encimskoimunskim 
testom ELISA preverili sekrecijo IL-8 (Slika 35). 
 
Slika 35: Vpliv citokinov TNF-α in IL-1β na sekrecijo IL-8 pri celicah Caco-2 (A) in celicah HT-29 (B). 
Prikazano je povprečje ± standardni odklon. NS – nestimulirane celice. 
Figure 35: Impact of cytokines TNF-α and IL-1β on IL-8 secretion in Caco-2 cell line (A) and HT-29 cell 
line (B). Mean values ± standard deviation are shown. NS – non-stimulated cells. 
Ugotovili smo, da se celična linija Caco-2 slabo odziva na stimulacijo s TNF-α, saj je 
bil nivo sekrecije IL-8 enak kontroli. Intenzivno sekrecijo IL-8 pa je sprožila stimulacija 
celične linije HT-29 s TNF-α. Obe celični liniji sta se odzvali na stimulacijo z IL-1β, 
vendar so se celice HT-29 odzvale z značilno večjim nivojem sekrecije IL-8. Poleg 
odziva celičnih linij HT-29 in Caco-2 na TNF-α in IL-1β, smo preverili tudi njun odziv 
na stimulacijo s probiotiki in TLR2 ligandi (Slika 36). Ugotovili smo, da je nivo 
sekrecije IL-8, po stimulaciji s katerimkoli probiotičnim sevom in TLR2 ligandom, pri 
obeh celičnih linijah zanemarljivo majhen oziroma primerljiv z nestimuliranimi 
celicami. 
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Slika 36: Vpliv sintetičnih ligandov (PAM2, PAM3) in izbranih bakterijskih sevov na sekrecijo IL-8 pri 
celicah Caco-2 (A) in celicah HT-29 (B). Prikazano je povprečje ± standardni odklon. Uporabljeni sevi: 
L. gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. animalis IM386, L. plantarum WCFS1. NS – 
nestimulirane celice. 
Figure 36: Impact of synthetic ligands (PAM2, PAM3) and selected bacterial strains on IL-8 secretion in 
Caco-2 cell line (A) and HT-29 cell line (B). Mean values ± standard deviation are shown. Used strains: 
L. gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. animalis IM386, L. plantarum WCFS1. NS – 
non-stimulated cells. 
Ker so imele celice Caco-2 prešibak odziv na TNF-α, smo za določanje zaščitnega 
vpliva izbranih sevov, na s citokini povzročeno celično smrt, izbrali celično linijo HT-
29. Celice HT-29 smo najprej/preventivno izpostavili probiotičnim sevom ter po 
končani eno-urni stimulaciji celice pet ur tretirali z mešanico citokinov (TNF-α, IFN-γ, 
IL-1β). Kontrola za apoptozo so bile celice tretirane s CPT, ki vpliva na sintezo DNA in 
kontrola za nekrozo so bile toplotno obdelane celice, ki so se v celoti obarvale z 
barvilom 7-AAD. V zgodnji fazi apoptoze celice izključijo barvilo 7-AAD, zato so se 
celice, tretirane s CPT, obarvale le z barvilom Aneksin V, z močno afiniteto za fosfatidil 
serin, ki se v začetni fazi apoptoze premesti iz notranje strani membrane na celično 
površino. Obarvane celice smo nato analizirali s pretočnim citometrom. Ugotovili smo, 
da je preventivna stimulacija celic HT-29 s probiotičnimi sevi vplivala tako na apoptozo 
kot tudi na nekrozo (Slika 37). Dodatek citokinov se je odražal v nekrozi in pozni 
apoptozi celic (Slika 38A). Ob dodatku probiotičnih sevov in naknadni stimulaciji s 
citokini pa se je povečal odstotek živih celic in zmanjšal odstotek nekroze (Slika 38B, 
C, D, E). 
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Slika 37: Populacije celic HT-29 po različnih tretmajih, slikovni prikaz analize s pretočnim citometrom. 
Apoptozo in nekrozo smo spodbudili z dodatkom 100 ng/mL TNF-α, 100 ng/mL IFN-γ in 10 ng/mL IL-
1β. Uporabljeni sevi: L. gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. animalis IM386, L. 
plantarum WCFS1. CPT – kamptotekin. 
Figure 37: Populations of HT-29 cells after different treatments, image display of flow cytometry 
analysis. Apoptosis and necrosis were induced with addition of 100 ng/mL TNF-α, 100 ng/mL IFN-γ and 
10 ng/mL IL-1β. Used strains: L. gasseri K7, L. fermentum L930BB, B. animalis subsp. animalis IM386, 
L. plantarum WCFS1. CPT – camptothecin. 
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Slika 38: Grafični prikaz odstotka živih, apoptotičnih in nekrotičnih celic HT-29 pri različnih tretmajih, 
podatki pridobljeni iz analize s pretočnim citometrom. Apoptozo in nekrozo smo spodbudili z dodatkom 
100 ng/mL TNF-α, 100 ng/mL IFN-γ in 10 ng/mL IL-1β. Kontrole (A), L. gasseri K7 (B), L. fermentum 
L930BB (C), B. animalis subsp. animalis IM386 (D) in L. plantarum WCFS1 (E). NE – netretirane 
celice, CPT – celice tretirane s kamptotekinom, TO – toplotno tretirane celice. 
Figure 38: Graphical display of the percentage of live, apoptotic and necrotic HT-29 cells at different 
treatments, data from flow cytometry analysis. Apoptosis and necrosis was induced with addition of 100 
ng/mL TNF-α, 100 ng/mL IFN-γ and 10 ng/mL IL-1β. Controls (A), L. gasseri K7 (B), L. fermentum 
L930BB (C), B. animalis subsp. animalis IM386 (D) and L. plantarum WCFS1 (E). NE – nontreated 
cells, CPT – cells treated with camptothecin, TO – heat treated cells. 
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Glede na to, da celice HT-29 na površini izražajo tako TLR2, kot tudi TLR1 in TLR6 
(Melmed in sod., 2003), smo s sintetičnim ligandom PAM3 preverili, kako signalizacija 
preko TLR2 vpliva na s citokini povzročeno celično smrt (Slika 39). Ugotovili smo, da 
je tudi PAM3 vplival na zvišanje odstotka živih celic in zmanjšal odstotek nekrotičnih 
celic v populaciji. 
 
 
Slika 39: Vpliv sintetičnega TLR2 liganda – PAM3 na živost celic HT-29 v stresnih razmerah. Apoptozo 
in nekrozo smo spodbudili z dodatkom 100 ng/mL TNF-α, 100 ng/mL IFN-γ in 10 ng/mL IL-1β. Celične 
populacije po različnih tretmajih, podatki pridobljeni iz analize s pretočnim citometrom (A). Grafični 
prikaz odstotka živih, apoptotičnih in nekrotičnih celic (B). 
Figure 39: Impact of synthetic TLR2 ligand – PAM3 on viability of HT-29 cells in stress conditions. 
Apoptosis and necrosis were induced with addition of 100 ng/mL TNF-α, 100 ng/mL IFN-γ and 10 
ng/mL IL-1β. Cell populations after different treatments, results obtained with flow cytometry analysis 
(A). The graphical representation of the percentage of live, apoptotic and necrotic cells (B). 
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4.2.2.2 Vpliv izbranih probiotičnih sevov na permeabilnost monosloja črevesnih 
epitelnih celic 
Na celični liniji Caco-2 smo preverili zaščitni vpliv probiotičnih sevov pred 
oksidativnim stresom (Slika 40). Celice smo gojili do diferenciacije na polprepustnih 
membranah in jih po predhodni stimulaciji s sevi K7, L930BB, IM386 in WCFS1 
izpostavili vodikovemu peroksidu (H2O2). Spremljali smo prehod FITC-dekstrana iz 
apikalne na bazolateralno stran. Dodatek H2O2 je povečal permeabilnost monosloja, kar 
se je pokazalo v večjem prehodu FITC-dekstrana na bazolateralno stran. Proučevani 
sevi niso vplivali na permeabilnost, v primeru naknadne izpostavitve celic Caco-2 H2O2 
pa so zmanjšali s H2O2 povzročeno permeabilnost celičnega monosloja. 
 
Slika 40: Vpliv probiotičnih sevov na permeabilnost monosloja celic Caco-2 po izpostavitvi 
oksidacijskemu stresu s H2O2. L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. animalis 
IM386 (C) ter L. plantarum WCFS1 (D). Rezultati so podani kot povprečna vrednost 3 meritev 
intenzitete fluorescence ± standardni odklon. 
Figure 40: Effect of probiotic strains on permeability of Caco-2 cell monolayer after H2O2-induced 
oxidative stress. L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. animalis IM386 (C) 
and L. plantarum WCFS1 (D). Results are shown as mean values of 3 fluorescence intensity 
measurements ± standard deviation. 
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Ker izraža celična linija Caco-2 na površini TLR2, smo s sintetičnim ligandom PAM3 
preverili, kako signalizacija preko TLR2 vpliva na prepustnost celičnega monosloja 
(Slika 41). PAM3 je zmanjšal permeabilnost s H2O2 porušenega celičnega monosloja, 
medtem ko sam po sebi na kontrolne celice ni vplival. 
 
Slika 41: Vpliv sintetičnega TLR2 liganda – PAM3 ob dodatku H2O2 na permeabilnost monosloja celic 
Caco-2. Rezultati so podani kot povprečna vrednost 3 meritev intenzitete fluorescence ± standardni 
odklon. 
Figure 41: Effect of synthetic TLR2 ligand – PAM3 on permeability of H2O2 treated Caco-2 cell 
monolayer. Results are shown as mean values of 3 fluorescence intensity measurements ± standard 
deviation. 
Da bi preverili, ali je vpliv proučevanih probiotičnih sevov in PAM3 na permeabilnost 
monosloja celic Caco-2, povezan s signalizacijo preko PKC, smo uporabili PKC 
inhibitor Gӧ6983. Dodatek inhibitorja ni povečal permeabilnosti celic Caco-2, tretiranih 
s H2O2 (Slika 42). 
  
Paveljšek D. Mehanizmi aktivacije naravne imunosti … z izbranimi probiotičnimi sevi bakterij. 




Slika 42: Vpliv H2O2 in inhibitorja PKC na permeabilnost monosloja celic Caco-2. Rezultati so podani 
kot povprečna vrednost 3 meritev intenzitete fluorescence ± standardni odklon. PKCinh – inhibitor PKC. 
Figure 42: Impact of H2O2 and PKC inhibitor on permeability of Caco-2 cell monolayer. Results are 
shown as mean values of 3 fluorescence intensity measurements ± standard deviation. PKCinh – PKC 
inhibitor. 
Inhibitor PKC je zmanjšal zaščitni vpliv probiotičnih sevov na permeabilnost celičnega 
monosloja (Slika 43). Opazili smo namreč, da se je permeabilnost monosloja celic 
Caco-2 (izpostavljenim probiotičnim sevom in H2O2) pri vzorcih, ki jim je bil dodan 
inhibitor PKC, približala permeabilnosti monosloja celic, izpostavljenim samo 
oksidacijskemu stresu s H2O2. 
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Slika 43: Vpliv probiotičnih sevov, ob dodatku inhibitorja PKC, na s H2O2 povišano permeabilnost 
monosloja celic Caco-2. L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. animalis 
IM386 (C) ter L. plantarum WCFS1 (D). Rezultati so podani kot povprečna vrednost 3 meritev 
intenzitete fluorescence ± standardni odklon. PKCinh – inhibitor PKC. 
Figure 43: Impact of probiotic strains, with the addition of PKC inhibitor, on H2O2 increased 
permeability of Caco-2 cell monolayer. L. gasseri K7 (A), L. fermentum L930BB (B), B. animalis subsp. 
animalis IM386 (C) and L. plantarum WCFS1 (D). Results are shown as mean values of 3 fluorescence 
intensity measurements ± standard deviation. PKCinh – PKC inhibitor. 
Povečano prepustnost celičnega monosloja, ki se je približala tisti, ki so jo imele celice 
izpostavljene le oksidacijskem stresu, smo opazili tudi v primeru dodatka inhibitorja 
PKC k celicam, tretiranim s PAM3 in H2O2 (Slika 44). 
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Slika 44: Vpliv dodatka sintetičnega TLR2 liganda – PAM3 in inhibitorja PKC na permeabilnost 
monosloja celic Caco-2, izpostavljenih H2O2. Rezultati so podani kot povprečna vrednost 3 meritev 
intenzitete fluorescence ± standardni odklon. PKCinh – inhibitor PKC. 
Figure 44: Impact of synthetic TLR2 ligand – PAM3 and PKC inhibitor on permeability of Caco-2 cell 
monolayer, exposed to H2O2. Results are shown as mean values of 3 fluorescence intensity measurements 
± standard deviation. PKCinh – PKC inhibitor. 
4.2.2.3 Vpliv izbranih probiotičnih sevov na protein tesnih stikov ZO-1 in aktinski 
citoskelet 
Glede na to, da smo pri poskusih permeabilnosti že dokazali, da probiotični sevi 
zmanjšajo prehod FITC-dekstrana skozi monosloj Caco-2 celic, smo želeli preveriti ali 
je ta podpora povezana z vplivom probiotikov na proteine tesnih stikov in aktinski 
citoskelet. Poleg tega so bile tudi iz poskusa na mikromrežah razvidne signalne poti, ki 
so bile povezane z regulacijo aktinskega citoskeleta in tesnimi stiki. S fluorescenčno 
označenimi protitelesi proti ZO-1 in fluorescenčno označenim faloidinom, ki se veže na 
F-aktin, smo pobarvali celice Caco-2 in jih opazovali pod konfokalnim mikroskopom. Z 
barvilom DAPI, ki se veže na dvoverižno DNA, pa smo pobarvali tudi celična jedra 
(Slika 45). 
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Slika 45: Razporeditev proteina tesnih stikov ZO-1 (modro) in F-aktina (rdeče) pri netretiranih (A) in s 
H2O2 tretiranih (B) celicah Caco-2. V stolpcih 1 in 2 so posnetki iz apikalne ravnine celic Caco-2, v 
stolpcu 3 pa so posnetki iz ravnine jedra (osrednji del celice). Puščice označujejo internalizacijo ZO-1. 
Figure 45: Rearrangement of tight junction protein ZO-1 (blue) and F-actin (red) in untreated (A) and 
with H2O2 treated (B) Caco-2 cell line. In columns 1 and 2 are images from apical plane of Caco-2 cells, 
in column 3 are images from nucleus plane (central part of the cell). Arrows indicate internalization of 
ZO-1. 
Na Sliki 45 so prikazane razlike pri razporeditvi ZO-1 in F-aktina med netretiranimi 
celicami in celicami tretiranimi s H2O2. Iz mikroskopskih posnetkov je razvidno, da 
povzroči izpostavitev celic H2O2 internalizacijo proteina ZO-1, ki se pomakne iz 
obrobja celice v notranjost. Vidni pa so tudi prostorčki med celicami (označeni s 
puščicami), kar kaže na to, da monosloj celic ni več trdno povezan med seboj. Pri 
razporejanju F-aktina nismo opazili večjih razlik. Vseeno pa je iz Slik 45 – 47 in Prilog 
B – D razvidno, da je bila količina F-aktina na apikalni strani, ob dodatku H2O2 manjša, 
v primerjavi z vzorci, kjer H2O2 ni bil dodan. Pri preparatih celic, izpostavljenih H2O2, 
se je ponekod kazala tudi pikčasta struktura (razdelek C1 pri Sliki 46 in Sliki 47 ter 
Prilogah B – D). Pri dodatku H2O2 je bil F-aktin bolj skoncentriran na obrobju, poleg 
tega pa so bile ponekod vidne tudi prekinitve v obroču F-aktina (razdelek B3 pri Sliki 
45, razdelek C3 pri Sliki 46 in Sliki 47 ter Prilogah B – D). 
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Slika 46: Od PKC odvisen učinek seva L. fermentum L930BB na razporeditev proteina tesnih stikov ZO-
1 (modro) in F-aktina (rdeče) pri netretiranih in s H2O2 tretiranih celicah Caco-2. Aplikacija L. fermentum 
L930BB (A), aplikacija L. fermentum L930BB in H2O2 (B), aplikacija L. fermentum L930BB, H2O2 in 
inhibitorja protein-kinaze C (C). V stolpcih 1 in 2 so posnetki iz apikalne ravnine celic Caco-2, v stolpcu 
3 pa so posnetki iz ravnine jedra (osrednji del celice). Puščice označujejo internalizacijo ZO-1. PKCinh – 
inhibitor protein-kinaze C. 
Figure 46: PKC-dependent impact of L. fermentum L930BB strain on rearrangement of tight junction 
protein ZO-1 (blue) and F-actin (red) in untreated and with H2O2 treated Caco-2 cell line. Application of 
L. fermentum L930BB (A), application of L. fermentum L930BB and H2O2 (B), application of L. 
fermentum L930BB, H2O2 and protein kinase C inhibitor (C). In columns 1 and 2 are images from apical 
plane of Caco-2 cells, in column 3 are images from nucleus plane (central part of the cell). Arrows 
indicate internalization of ZO-1. PKCinh – protein kinase C inhibitor. 
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Pri pregledu in analizi preparatov smo ugotovili, da so sevi K7, L930BB, IM386 in 
WCFS1 zmanjšali internalizacijo ZO-1, do katere je prišlo pod vplivom H2O2 (razdelek 
B2 pri Sliki 45 in Sliki 46 ter Prilogah B – D). Manj pa je bilo opaznih tudi prostorčkov 
med celicami. Poleg tega je bil ob dodatku probiotičnih sevov obroč F-aktina lepo 
sklenjen okrog jedra in brez prekinitev (razdelek B3 pri Sliki 46 ter Prilogah B – D). Pri 
določanju permeabilnosti celičnega monosloja ob različnih pogojih smo opazili, da je 
dodatek inhibitorja PKC preprečil zaščitni učinek sevov. Zato smo preverili, ali dodatek 
inhibitorja vpliva tudi na razporejanje ZO-1. Ugotovili smo, da je dodatek Gӧ6983, ki 
selektivno inhibira večino izoform PKC, onemogočil zaščitno delovanje probiotičnih 
sevov v smislu preprečevanja internalizacije ZO-1, ki povezuje transmembranske 
proteine tesnih stikov z aktinskim citoskeletom in tako pripomore k oblikovanju 
celotnega tesnilnega kompleksa (pojav prostorčkov) (razdelek C2 pri Sliki 46 ter 
Prilogah B – D). Pri sevih L930BB in WCFS1 ter v manjši meri tudi pri sevih K7 in 
IM386 smo opazili, da obroč F-aktina okrog celičnega jedra ni več enovit kadar dodamo 
inhibitor PKC (razdelek C3 pri Sliki 46 ter Prilogah B – D). 
Iz podatkov o izražanju genov na mikromrežah smo ugotovili, da je za preureditve 
tesnih stikov odgovorna tudi signalizacija preko TLR2. Preverili smo ali dodatek 
liganda za TLR2 (PAM3) povzroči pri vnetnih razmerah spremembe v razporeditvi ZO-
1 (Slika 47). Ugotovili smo, da je dodatek PAM3, prav tako kot probiotični sevi, 
zmanjšal s H2O2 povzročeno internalizacijo proteina ZO-1 (razdelek B2 pri Sliki 47). 
Učinek PAM3 pa je bil izničen ob dodatku inhibitorja PKC. Iz mikroskopskega 
preparata je razvidno, da je prišlo do internalizacije ZO-1 (razdelek C2 pri Sliki 47) in 
prekinitve v obroču aktinskega citoskeleta (razdelek C3 pri Sliki 47). 
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Slika 47: Od PKC odvisen učinek sintetičnega TLR2 liganda – PAM3 na razporeditev proteina tesnih 
stikov ZO-1 (modro) in F-aktina (rdeče) pri netretiranih in s H2O2 tretiranih celicah Caco-2. Aplikacija 
PAM3 (A), aplikacija PAM3 in H2O2 (B), aplikacija PAM3, H2O2 in inhibitorja protein-kinaze C (C). V 
stolpcih 1 in 2 so posnetki iz apikalne ravnine celic Caco-2, v stolpcu 3 pa so posnetki iz ravnine jedra 
(osrednji del celice). Puščica označuje internalizacijo ZO-1. PKCinh – inhibitor protein-kinaze C. 
Figure 47: PKC-dependent impact of synthetic TLR2 ligand – PAM3 on rearrangement of tight junction 
protein ZO-1 (blue) and F-actin (red) in untreated and with H2O2 treated Caco-2 cell line. Application of 
PAM3 (A), application of PAM3 and H2O2 (B), application of PAM3, H2O2 and protein kinase C 
inhibitor (C). In columns 1 and 2 are images from apical plane of Caco-2 cells, in column 3 are images 
from nucleus plane (central part of the cell). Arrow indicates internalization of ZO-1. PKCinh – protein 
kinase C inhibitor. 
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Veliko študij proučuje koristne učinke probiotikov pri preprečevanju ali lajšanju 
črevesnih težav, kljub temu pa je na tem področju precej nejasnosti. Postavljanje jasnih 
zaključkov preprečujejo nedoslednosti med raziskavami, v glavnem zaradi majhnega 
števila udeležencev v kliničnih študijah ter razlik v tretmaju in uporabljenih sevih 
mikroorganizmov (Ohland in MacNaughton, 2010). Metaanalize deloma pojasnijo in 
izluščijo pomembna nova dognanja, ne dajo pa jasne informacije o varovalnem 
delovanju probiotikov. Glede na podatke metaanaliz imajo probiotiki zaščitni učinek pri 
akutni driski v državah v razvoju, z antibiotiki povezani driski, pavčitisu in 
nekrotizirajočemu enterokolitisu pri nedonošenčkih (Haller in sod., 2010; Kalliomäki in 
sod., 2010; Rabot in sod., 2010; Rijkers in sod., 2010; Wolvers in sod., 2010). S 
probiotično terapijo se zmanjšajo bolečine v predelu trebuha tudi pri sindromu 
razdražljivega črevesja, vseeno pa je učinek, glede na celokupne simptome, med 
študijami različen (Haller in sod., 2010). Pri KVČB imajo probiotiki manj značilno 
koristno delovanje (Haller in sod., 2010). Za jasnejšo sliko učinkovitosti probiotikov je 
zato potrebno na celičnem nivoju razjasniti mehanizme preko katerih probiotiki lahko 
uravnavajo črevesno homeostazo. Ker epitelne celice sodelujejo tako z mikrobioto, kot 
tudi z imunskim sistemom, smo v raziskavi skušali opisati signalne poti, preko katerih 
lahko izbrani probiotični sevi prispevajo k zaščiti črevesne epitelne bariere. 
Večina probiotikov je pripadnikov rodov Lactobacillus in Bifidobacterium (Haller in 
sod., 2010; Kalliomäki in sod., 2010; Rabot in sod., 2010; Wolvers in sod., 2010). 
Nekatere so pridobili iz črevesne mikrobiote zdravih ljudi, drugi pa so nehumanega 
izvora in jih lahko najdemo v različnih okoljskih nišah. Med probiotiki se pojavljajo 
tudi kvasovke rodu Saccharomyces in sevi drugih bakterijskih vrst iz rodov 
Streptococcus, Bacillus, Lactococcus in Enterococcus ter sev Escherichia coli Nissle 
1917. Za KVČB, ki so ena izmed razširjenih sodobnih zdravstvenih težav, je značilna 
majhna zastopanost laktobacilov v črevesni mikrobioti (Patten in Laws, 2015). V 
raziskavo smo zato vključili 3 seve rodu Lactobacillus – L930BB, K7 in WCFS1 ter 
bifidobakterijo IM386. Vsi izbrani sevi so v predhodnih poskusih in vitro in in vivo že 
izkazali določene proti-vnetne lastnosti pri uravnavanju imunskega odziva (Čitar in 
sod., 2015; Mavrič in sod., 2014). 
5.1 SEVA L930BB IN IM386 ZMANJŠATA VNETJE PRI DSS MIŠJEM MODELU 
KOLITISA 
Izhodišče za našo raziskavo je bil eksperiment na mišjem modelu z DSS induciranim 
kolitisom. Mišim so pred in ob iniciaciji bolezni vsakodnevno aplicirali kombinacijo 
sevov L930BB in IM386 ter spremljali prirast in zdravstveno stanje miši. Kontrolne 
skupine miši so prejemale samo probiotične seve ali samo fiziološko raztopino ali 
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zdravilo ciklosporin A. Razlike med obolelimi skupinami so bile majhne, zato smo 
težko ovrednotili vpliv probiotičnih sevov na zdravstveno stanje živali. Ker je ena od 
težav študij na živalskih modelih pravilna izbira modela, bomo najprej kratko pojasnili 
prednosti in slabosti DSS modela kolitisa. 
Pri glodavcih obstaja veliko različnih eksperimentalnih modelov kolitisa, glede na 
sredstvo, s katerim povzročimo bolezen, pa jih v grobem lahko razdelimo v 4 skupine. 
Kolitis lahko vzbudimo s kemičnimi snovmi, aplikacijo enteroinvazivnih ali patogenih 
bakterij, lahko pa imamo tudi model, ki spontano razvije kolitis (pri gensko 
spremenjenih miših) in model kolitisa z adoptivnim prenosom T celic (angl. adoptive T-
cell transfer model of colitis) (Martín in sod., 2017). Vsi našteti mišji modeli so 
prispevali k identifikaciji ključnih mehanizmov, ki vodijo v črevesno homeostazo, 
vključno z vzdrževanjem funkcije črevesne epitelne bariere, uravnoteženim odnosom 
med efektorskimi in regulatornimi imunskimi celicami ter prisotno črevesno mikrobioto 
(Martín in sod., 2017). Kljub temu, da vsak mišji model ponudi koristen vpogled v 
enega ali več dejavnikov humanih KVČB, pa nobeden ne zajame kompleksnosti teh 
bolezni v celoti. 
Do sedaj so pri raziskavah o učinkih probiotičnih sevov najbolj pogosto uporabljali 
gensko spremenjeno mišjo linijo z izbitim genom za IL-10, ki ima pomembno vlogo pri 
vzdrževanju črevesne homeostaze, znano pa je tudi, da imajo bolniki s KVČB v tem 
genu okvare (Begue in sod., 2011; Tagore in sod., 1999). Ta model se je uveljavil zaradi 
velike fiziološke podobnosti s humanimi KVČB, vključno z vnetnimi lezijami, 
infiltracijo celic v lamino proprijo in submukozo, razgradnjo mucinov, zadebelitvijo 
črevesnega epitelnega tkiva in hiperplazijo. Razvoj bolezni se prične spontano, zaradi 
česar pa se lahko intenzivnost kolitisa med živalmi precej razlikuje in so zato te miši 
manj primerne za študije vpliva probiotikov na črevesno epitelno bariero. Poleg tega 
sevi, ki izkazujejo svoje probiotične lastnosti z mehanizmi, ki vključujejo IL-10, ne 
morejo biti ustrezno ocenjeni pri tem modelu. Zanimivo je že to, da naknadna aplikacija 
IL-10 ne zmanjša vnetja črevesja (Dann in sod., 2014), kar pomeni da so pri miših 
okvarjeni še drugi mehanizmi, preko katerih poteka tudi signalizacija probiotikov. Pri 
okužbi miši, z izbitim genom za IL-10, s Citrobacter rodentium, ki se uporablja 
predvsem pri študijah patogeneze bakterijskih infekcij, pa tudi pri proučevanju koristnih 
učinkov probiotikov, je kolitis manj izražen in okrevanje hitrejše v primerjavi z mišmi, 
ki niso okužene s to bakterijo (Dann in sod., 2014). Ta opažanja kažejo, da s tem 
modelom težko celostno proučujemo koristen vpliv probiotikov na zdravje gostitelja, saj 
ima po eni strani okvarjene mehanizme, na katere vplivajo tudi probiotiki in zato 
njihovo zaščitno delovanje ne pride do izraza, po drugi strani pa lahko že samo izbitje 
gena za IL-10 vpliva na izid infekcije. 
Kolitis lahko spodbudimo tudi s kemičnim sprožilcem, kot je dekstran natrijev sulfat 
(DSS), ki je toksičen za epitelne celice, saj povzroča popolno izgubo površinske 
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strukture, kar omogoči prehod večjih molekul skozi epitelni monosloj in vnetje (Perše in 
Cerar, 2012). Vendar, DSS model kolitisa ni popoln približek humanim KVČB, saj za 
njih ni značilno masovno propadanje epitelnih celic že v prvi fazi bolezni in množična 
invazija mikrobov do lamine proprije. Poleg tega sproži DSS, v primerjavi s KVČB, 
tudi drugačen citokinski odziv T celic in nastanek bolj razširjenih lezij (Kiesler in sod., 
2001). Miši z DSS induciranim kolitisom pa so vseeno eden izmed najpogosteje 
uporabljenih modelov pri proučevanju učinka probiotičnih sevov, saj je razvoj bolezni 
neodvisen od pridobljenega imunskega sistema (B in T celic) in se lahko zato uporabi 
pri vseh mišjih linijah, tudi imunokompromitiranih (Martín in sod., 2017). DSS modeli 
miši so zato še posebej uporabni pri proučevanju vpliva probiotikov na naravni imunski 
odziv in integriteto črevesne epitelne bariere. 
Resnost bolezni, pri DSS induciranem kolitisu, lahko reguliramo s tipom in 
koncentracijo DSS ter frekvenco tretmaja (Perše in Cerar, 2012). Pri naši raziskavi so 
bile miši tretirane s 40 kDa DSS, za katerega je značilno, da sproži razvoj najbolj hude 
oblike kolitisa v debelem črevesu. Tipične histološke spremembe so razgradnja 
mucinov, degeneracija epitelija in nekroza, ki vodi do izbrisa epitelnih celic. Temu 
navadno sledi infiltracija nevtrofilcev v lamino proprijo in submukozo, čemur pravimo 
kriptitis, ki se lahko razvije v kriptne abscese ter vnetje mukoze in submukoze. En teden 
po dodatku DSS pa se začnejo kazati kronične spremembe, ki zajemajo infiltracijo 
mononuklearnih levkocitov, porušeno arhitekturo kript, odmik baze kript od mišične 
plasti sluznice (muscularis mucosae), mukozno limfocitozo in transmuralno vnetje. Iz 
histoloških preparatov je bilo pri naši raziskavi razvidno, da so kripte obolelih skupin, v 
primerjavi s kontrolno skupino, deformirane, razredčene in kažejo na zmanjšano 
sekrecijo mucinov. Skupini PDP in CsA sta imeli značilno manjšo deformiranost kript 
in značilno večjo sekrecijo mukusa v primerjavi s skupino DSS. Baze kript so bile pri 
obolelih skupinah, zaradi gostega vnetnega infiltrata v lamini propriji, odmaknjene od 
mišične plasti sluznice. Ta odmik pa je bil pri skupini PDP in CsA značilno manjši v 
primerjavi s skupino DSS. Skupina DSS je imela najbolj globoko vnetje v primerjavi s 
skupinama CsA in PDP, kar kaže na zaščitni učinek sevov L930BB in IM386. Ne glede 
na tretma so bile razlike pri razvoju in poteku bolezni tudi znotraj posameznih skupin, 
tretiranih z DSS. To je posledica individualnih razlik, vključno z raznolikostjo črevesne 
mikrobiote, ki povzroči, da se miši različno odzovejo na DSS (Perše in Cerar, 2012). 
Zato smo lahko opazili in ocenili le večje razlike med skupinami, ki pa so bile povezane 
z vzdrževanjem črevesne epitelne pregrade. 
DSS model kolitisa so za proučevanje učinkovanja probiotikov uporabljali tudi drugi 
raziskovalci. Odkrili so, da sev Escherichia (E.) coli Nissle 1917, pri miših z izbitim 
genom za TLR2 in TLR4, zmanjša indukcijo vnetnih citokinov IL-6 in IFN-γ (Grabig in 
sod., 2006; Kamada in sod., 2008; Kokešová in sod., 2006; Schultz in sod., 2004; 
Ukena in sod., 2007). Klinične parametre DSS induciranega kolitisa so izboljšali tudi 
drugi sevi kot so L. casei Shirota (Herías in sod., 2005), L. casei BL23 (Rochat in sod., 
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2007), L. crispatus M247 (Castagliuolo in sod., 2005) in E. coli M-17 (Fitzpatrick in 
sod., 2008). Preparat s kombinacijo 8 probiotičnih sevov, VSL#3 (Streptococcus 
thermophilus DSM 24731, B. breve DSM 24732, B. longum DSM 24736, B. infantis 
DSM 24737, L. acidophilus DSM 24735, L. plantarum DSM 24730, L. paracasei DSM 
24733, L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 24734), je z varovanjem črevesne epitelne 
bariere, blokiranjem apoptoze črevesnih epitelnih celic in vplivom na tesne stike, 
uspešno zmanjšal simptome DSS kolitisa (Mennigen in sod., 2009). S TLR2 povezano 
signalizacijo, ki je vodila v zmanjšanje apoptoze in regulacijo tesnih stikov, smo 
potrdili, za vse probiotične seve, tudi v naši raziskavi. To kaže, da so nekaterim 
probiotičnim sevom skupne signalne poti, ki vodijo v zaščito črevesne epitelne bariere. 
Očitno pa je ta varovalni vpliv vseeno specifičen, saj sevi L. rhamnosus GG (Claes in 
sod., 2010), L. acidophilus NCFM (Mohamadzadeh in sod., 2011) in B. longum subsp. 
longum CCDM 372 (Srutkova in sod., 2015) niso imeli zaščitnega vpliva na kolitis, 
povzročen z DSS. Nekateri probiotiki, kot so L. plantarum NCIMB8826 (Mileti in sod., 
2009) in L. crispatus CCTCC M206119 (Cui in sod., 2016), pa so celo poslabšali stanje. 
Probiotični učinek se med sevi razlikuje, na dokazovanje terapevtskih lastnosti pa 
vpliva tudi uporabljen model miši. Na primer, sev B. longum subsp. longum CCDM 372 
nima nobenega zaščitnega učinka pri akutnem DSS kolitisu, medtem ko sev B. longum 
CCM 7952 izboljša delovanje črevesne epitelne bariere in prepreči razvoj bolezni 
(Srutkova in sod., 2015). Na delovanje in s tem učinkovitost sevov pa lahko vplivata 
tudi način priprave probiotičnega preparata in čas aplikacije. Pri akutnih vnetnih fazah 
so namreč lahko simptomi tako močni, da jih probiotik ni sposoben zmanjšati. Zato je 
zaščitni vpliv po navadi bolj opazen pri preventivni aplikaciji ter pri aplikaciji v fazi 
okrevanja. V našem primeru smo zato pri študiji uporabili preventivni dodatek sevov in 
opazili, kot pri sevu B. breve NCC2950 (Hayes in sod., 2014), manjše poškodbe celic in 
milejše simptome kolitisa, medtem ko aplikacija istega seva, med aktivnim DSS 
kolitisom, ni bila učinkovita. Enako je bila aplikacija v fazi okrevanja, v primerjavi z 
aplikacijo pri aktivnem kolitisu, bolj uspešna tudi pri sevih L. rhamnosus NutRes 1 in B. 
breve NutRes 204 (Zheng in sod., 2016). 
5.1.1 Seva L930BB in IM386 vplivata na izražanje genov vpletenih v vzdrževanje 
črevesne epitelne bariere v in vivo poskusu na DSS mišjem modelu kolitisa 
Po končanem poskusu na miših smo izolirano RNA iz kolona uporabili za analizo 
transkriptoma na platformi Affymetrix. Rezultati transkriptoma so pokazali, da lahko 
seva IM386 in L930BB sprožita specifične signalne poti, ki vodijo v reorganizacijo 
aktinskega citoskeleta, povezave tesnih stikov in preživetje celice, torej signalne poti, 
vpletene v vzdrževanje integritete črevesne epitelne bariere. Ker smo v skupini PDP 
opazili povišano ekspresijo nekaterih rastnih faktorjev (FGF, PDGF, HBEGF) in TLR-
jev (TLR2, TLR9), za katere je v literaturi že znano, da sodelujejo pri obnovi 
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poškodovanega epitelija in vzdrževanju črevesne epitelne bariere, smo sklepali, da so 
lahko tako TLR-ji kot tudi rastni faktorji odgovorni za pričetek celične signalizacije 
(Barahona-Garrido in sod., 2009; Iizuka in Konno, 2011). Izražanje gena za FGF je bilo 
povišano pri skupini PDP, medtem ko je bilo izražanje gena za PDGF pri skupini DSS 
najbolj znižano v primerjavi z ostalimi skupinami. Za oba gena je značilno izražanje v 
črevesju in spodbujanje celjenja ran (Guo in Dipietro, 2010; Rieder in sod., 2007). 
Poleg tega pa smo zaznali tudi povišano ekspresijo HBEGF pri skupini PDP, ki prav 
tako spodbuja obnovo črevesja preko PI3K/Akt poti (El-Assal in Besner, 2005). Pri 
obolelih skupinah, predvsem v skupini PDP, smo zaznali povišano izražanje TLR2 in 
TLR9. Pri črevesni homeostazi imajo epitelne celice nizko ekspresijo TLR-jev in so 
zato tudi slabše odzivne na njihove ligande (Abreu, 2010; Melmed in sod., 2003). Pri 
vnetnih pogojih pa se ekspresija TLR-jev pri črevesnih epitelnih celicah poveča in 
uravnava tako vnetje kot tudi imunsko toleranco (Abreu, 2010; Ewaschuk in sod., 2007; 
Singh in sod., 2005). Da ima signalizacija preko TLR-jev pomemben vpliv na razvoj 
imunskega sistema, so dokazali z mišmi z izbitim genom za TLR2 in TLR4, kot tudi z 
mišmi z izbitim genom za MyD88. Miši so imele nezrele limfoidne folikle v tankem 
črevesju v primerjavi z divjim tipom miši. Motnje v tej signalni poti pa so poslabšale 
tudi stanje pri DSS induciranem kolitisu, saj so imele miši okvarjeno popravilo tkiv in 
večjo smrtnost (Bouskra in sod., 2008; Rakoff-Nahoum in sod., 2004). V 
gastrointestinalnem traktu sta TLR2 in TLR4 izražena tako pri črevesnih epitelnih 
celicah kot tudi pri imunskih celicah kot so dendritične celice in makrofagi. 
Signalizacija preko teh dveh receptorjev spodbudi proliferacijo črevesnih epitelnih celic 
in ponovno vzpostavitev črevesne epitelne bariere ter zmanjša vdor bakterij in 
posledično vnetje (Abreu, 2010). Poleg tega so dokazali, da aplikacija TLR2 liganda 
mišim z DSS induciranim kolitisom zmanjša resnost te bolezni (Cario in sod., 2007; 
Fukata, 2005; Rakoff-Nahoum in sod., 2004). 
Znano je, da komenzalne bakterije vzdržujejo črevesno homeostazo preko stimulacije 
TLR-jev, ki sodelujejo pri prepoznavi mikrobov, indukciji defenzinov ter kontroli 
pridobljenega imunskega odziva (Rakoff-Nahoum in sod., 2004). Zaradi povišane 
ekspresije TLR2 ob aplikaciji IM386 in L930BB smo zato predpostavili, da je bil 
zaščitni učinek posledica TLR2 signalizacije. Stimulacija TLR2 spodbudi nadaljnje 
signalne kaskade, ki potekajo z aktivacijo PLC, aktivirana PLC pa nato katalizira 
hidrolizo PIP2 v sekundarne sporočevalce. Ti aktivirajo konvencionalne izoforme PKC 
in njihovo translokacijo k membrani za nadaljnji prenos signalnih kaskad (Brose in sod., 
2004), ki vplivajo na ZO-1. ZO-1 nato deluje kot povezovalec med tesnimi in 
adherentnimi stiki ter aktinskim citoskeletom in na ta način krepi funkcijo bariere 
(Cario in sod., 2007). Oba gena za PLC, ki sta se izražala značilno povišano pri skupini 
PDP, sta znana po tem, da sta vpletena v vzdrževanje bariere preko vpliva na strukturo 
tesnih stikov in celično permeabilnost (Suzuki in sod., 2008). Ugotovili smo, da so imeli 
povišano ekspresijo pri skupini PDP tudi geni za konvencionalne izoforme PKC 
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medtem, ko je pri ostalih skupinah ekspresija teh genov ostala nespremenjena. V 
skupini PDP pa je imel povišano izražanje tudi gen za protein kortaktin, ki regulira 
organizacijo aktinskega citoskeleta pri celičnih kontaktih in stabilizira medcelične stike 
preko proteina ZO-1 ter tako vpliva na črevesno permeabilnost (Citalán-Madrid in sod., 
2013). 
Signalizacija preko TLR2 lahko poteka tudi preko PI3K/Akt poti, ki spodbuja celično 
preživetje in zavre s citokini povzročeno apoptozo ter tako sodeluje pri vzdrževanju 
epitelne bariere. Inhibicija apoptotskih poti namreč prepreči pretirano odlepljanje celic 
in tako v stresnih pogojih pomaga vzdrževati črevesno epitelno bariero (Cario, 2008). 
Obrambno delovanje signalizacije TLR2 preko PI3K/Akt poti so dokazali tudi pri miših 
z DSS induciranim kolitisom, saj je izbitje gena za TLR2 povzročilo blokado PI3K/Akt 
signalizacije in posledično povečano apoptozo epitelnih celic ter vnetje mukoze (Cario 
in sod., 2007). V naši raziskavi smo pri skupini PDP opazili povišano izražanje tako 
genov za proteine iz družine PI3K, kot tudi iz družine Akt. Študija zato kaže na zaščitni 
vpliv kombinacije sevov IM386 in L930BB tudi preko proti-apoptotskih poti, obnove 
epitelija in reorganizacije aktinskega citoskeleta, kar dodatno vpliva na tesne stike. 
Poleg s tesnimi stiki povezane stabilizacije aktomiozinskega obroča, je analiza na 
mikromrežah torej pokazala tudi na povišano ekspresijo genov, vpletenih v 
reorganizacijo aktinskega citoskeleta. Na reorganizacijo aktinskega citoskeleta v veliki 
meri vplivajo proteini Rac, ki v primeru vezave delujejo kot molekulska stikala. 
Proteine Rac lahko aktivirajo nekatere izoforme PI3K ali pa se ti aktivirajo s pomočjo 
GEF. V naši raziskavi smo v skupini PDP opazili povišano izražanje tako proteinov Rac 
kot genov za proteine iz družine PI3K in GEF. Poleg tega vplivajo na dinamiko in 
razporeditve aktinskega citoskeleta tudi ABP. V skupini PDP sta imela spremenjeno 
izražanje gena za proteina WASP in scinderin. Protein WASP aktivira proteinski 
kompleks, ki sodeluje pri nastajanju in razvejanju aktinskih filamentov. Scinderin pa 
spada v družino proteinov gelsolin, ki nadzirajo organizacijo aktina s cepljenjem in 
preprečevanjem nadaljnje rasti filamentov. Zmanjšana ekspresija proteina scinderin in 
povišana ekspresija proteina WASP pri skupini PDP pomaga ohranjati strukturo 
citoskeleta in njegovo povezavo s tesnimi stiki ter tako posredno okrepi funkcijo 
bariere. 
V skupini PDP pa je bilo obogatenih tudi nekaj drugih signalnih poti, ki pripomorejo k 
zaščiti epitelija. Med njimi so ErbB, NF-κB, MAPK, FoxO in Rap1 signalna pot ter 
fokalna adhezija, črevesni IgA in biosinteza mucinov tipa O-glikan. ErbB signalna pot 
in NF-κB (poleg vnetne vloge) spodbujata preživetje epitelnih celic in tako povečata 
integriteto mukozne bariere. Aktivacija fokalne adhezije in z MAPK povezanih 
signalnih poti pa je vpletena v krepitev strukture tesnih stikov, kar pripomore k manjši 
permeabilnosti črevesne stene. Rap1 signalna pot je vključena v kontrolo adhezije celic 
in oblikovanje s kadherinom povezanih celičnih stikov, ki pomagajo zatesniti 
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medcelični prostor. FoxO signalna pot sproži aktivacijo protimikrobnih peptidov, ki 
podpirajo obrambni mehanizem v črevesju. Mucini tipa O-glikan so glavni gradniki 
mukusa in pripomorejo k oblikovanju črevesne bariere med prisotno mikrobioto in 
spodaj ležečo lamino proprijo. K temu pa prispeva tudi proizvodnja IgA, ki omeji 
dostop mikroorganizmov in drugih antigenov do mukozne površine in tako pomaga 
uravnavati lokalni imunski odziv (Gutzeit in sod., 2014). 
5.2 SIGNALIZACIJA SEVOV L930BB, IM386, K7 IN WCFS1 PREKO 
RECEPTORJEV NARAVNE IMUNOSTI TLR 
V začetnih študijah smo želeli potrditi, da so izbrani sevi zmožni signalizacije preko 
TLR2 in kakšne so razlike v aktivaciji med heterodimerami s TLR1 ali s TLR6. Poleg 
IM386 in L930BB, ki smo ju testirali v poskusu na mišjem modelu kolitisa, smo v 
raziskavo vključili še 2 dodatna seva in sicer K7 in WCFS1, ki sta v drugih študijah že 
izkazala številne imunomodulatorne lastnosti (Mavrič in sod., 2014; Bermudez-Brito in 
sod., 2018). Predstavnike rodov Lactobacillus in Bifidobacterium smo izbrali zaradi 
številnih raziskav, ki pričajo o njihovem blagodejnem učinku na zdravje gostitelja 
(Rijkers in sod., 2010). Raziskave so tudi pokazale, da je zmanjšanje deleža 
laktobacilov in bifidobakterij v črevesni mikrobioti povezano z boleznimi kot so KVČB 
in sindrom razdražljivega črevesja (Kerckhoffs in sod., 2009; Swidsinski in sod., 2002). 
Večina predstavnikov laktobacilov in bifidobakterij je sposobna preživeti prehod skozi 
prebavni trakt in adhezije na črevesne epitelne celice, ki sta pomembni in večinoma 
želeni probiotični lastnosti. Razlog za njihovo razširjenost v probiotičnih pripravkih pa 
je tudi v tem, da so nezahtevni za gojenje, kar olajša njihovo distribucijo in aplikacijo v 
ustreznem številu tudi ob koncu roka trajanja. 
Molekulski vzorci, značilni za patogene mikrobe (MAMP), kot tudi komenzalne in 
probiotične bakterije, aktivirajo mehanizme naravne imunosti. MAMP probiotikov in 
patogenih mikroorganizmov so različni zato povzročijo različen odziv receptorjev 
naravne imunosti in različno signalizacijo. Poleg tega se ti odzivi razlikujejo tudi med 
tipi celic. Tako ima lahko signalizacija TLR po MyD88 poti zaščitni učinek pri epitelnih 
celicah, saj spodbuja toleranco do prisotne mikrobiote in vnetni učinek pri imunskih 
celicah, kar preprečuje vdor bakterij skozi epitelni monosloj (Abreu, 2010; Lebeer in 
sod., 2010). Najbolj pogosti mehanizmi, s katerimi probiotiki spodbudijo imunsko 
toleranco pri gostitelju, so tekmovanje za vezavo na receptorska mesta, indukcija proti-
vnetnih citokinov, aktivacija PI3K poti ter vpliv na ekspresijo zaviralcev signalizacije 
TLR in receptorjev, ki blokirajo signalizacijo TLR (Bron in sod., 2012). 
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5.2.1 Signalizacija preko TLR2 
Slabo uravnavanje signalizacije preko TLR2 je povezano z avtoimunskimi boleznimi in 
kroničnimi vnetji (Duffy in O’Reilly, 2016). Signalizacije preko TLR2 namreč lahko 
vpliva tako na regulatorne T celice kot tudi na T celični odziv, povezan z vnetjem 
(DePaolo in sod., 2012). TLR2 se ob stimulaciji veže s koreceptorji TLR1, TLR6 ter 
TLR10, pa tudi s koreceptorji Dectin-1, CD36 in CD14, ki pri prenosu signala niso 
nujno potrebni (Abe in sod., 2010; Janot in sod., 2008; Lee in sod., 2012). Pri 
proučevanju signalizacije izbranih sevov preko TLR2 smo zato celice HEK293 najprej 
transficirali s plazmidi, ki vsebujejo zapis za TLR2 v kombinaciji s TLR1, TLR6 ali 
TLR10 in kresničkino luciferazo pod NF-κB odvisnim promotorjem ter luciferazo 
Renilla pod konstitutivnim promotorjem. Celice smo nato stimulirali z izbranimi sevi ali 
sintetičnimi ligandi ter izmerili luciferazno aktivnost, ki je služila za prikaz aktivacije 
promotorja NF-κB. Ugotovili smo, da vsi izbrani sevi signalizirajo tako preko 
TLR1/TLR2 kot tudi preko TLR2/TLR6, vendar je bil odziv, predvsem pri 
bifidobakteriji, večji pri kombinaciji TLR2/TLR6. V študiji Ren in sod. (2016) so pri 16 
sevih mlečnokislinskih bakterij, med katerimi so prevladovali laktobacili, proučevali 
signalizacijo preko TLR. Ugotovili so, da vsi laktobacili ne signalizirajo preko TLR. 
Podobno kot pri naši študiji pa so pokazali, da kjer so potrdili signalizacijo po MyD88 
odvisni poti, so zaznali tudi signalizacijo preko TLR2/TLR6 in nekaj tudi preko 
TLR1/TLR2, medtem ko preko drugih TLR-jev aktivacije NF-κB ni bilo ali pa je bila ta 
slabo opazna. Po nekaterih raziskavah sproži signalizacija TLR1/TLR2 ekspresijo 
vnetnih citokinov, medtem ko je signalizacija TLR2/TLR6 odgovorna za višjo 
ekspresijo proti-vnetnih citokinov in imunsko toleranco (DePaolo in sod., 2012). Pri 
naši raziskavi je bila aktivacija NF-κB za seve najvišja preko TLR2/TLR6 kar pomeni, 
da lahko izbrani sevi vplivajo na vzdrževanje homeostaze v črevesju preko TLR2. 
TLR2 prepozna strukture mikrobne membrane kot so lipotehojska kislina, peptidoglikan 
in lipopeptidi. Omenjene komponente so najpogosteje prisotne pri po Gramu pozitivnih 
mikroorganizmih, najdemo jih pa tudi pri po Gramu negativnih mikroorganizmih 
(Lebeer in sod., 2010). Za stimulacijo TLR2 so veliko uporabljali peptidoglikan, vendar 
so kasneje spoznali, da je pogosto kontaminiran z lipotehojsko kislino in lipopeptidi. 
Peptidoglikan so nato prečistili in ugotovili, da so za njegovo prepoznavo najverjetneje 
odgovorni znotrajcelični NLR (Travassos in sod., 2004). Težave s kontaminacijo pa so 
velikokrat imeli tudi pri lipotehojski kislini, saj je ta po navadi vsebovala še lipopeptide. 
Pri oblikovanju sintetične različice lipotehojske kisline pa so ugotovili, da je sposobna 
tudi sama vzpodbuditi signalizacijo preko TLR2, vendar v manjši meri (Hashimoto in 
sod., 2006). Pokazali so, da mora imeti lipotehojska kislina za signalizacijo vsaj 2 
maščobni kislini in kratko ogrodje iz 3 podskupin glicerofosfata (Deininger in sod., 
2007; Kang in sod., 2009). Najbolj pogosto uporabljeni ligandi za TLR2 pa so 
lipopeptidi. Sestavljeni so iz lipidnih verig, ki so z esterskimi vezmi pritrjene na 
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glicerol. Ta služi kot ogrodje in je povezan s peptidnim delom preko žveplovega atoma 
N-konca cisteina. Na cistein, ki povezuje glicerol s peptidom, se lahko preko amidne 
vezi veže tudi dodatna lipidna veriga (Babu in sod., 2006; Nakayama in sod., 2012). 
Minimalna struktura lipopeptidov, ki spodbudijo signalizacijo preko TLR2, zajema 
peptid s Cys/Thr/Gly/Ala aminokislinskimi ostanki in vsaj eno estersko vezano acilno 
skupino maščobne kisline, z optimalno dolžino C16 (Agnihotri in sod., 2011). Zelo 
dobro okarakterizirani ligandi za TLR2 so di- in triacilirani lipopeptidi kot sta sintetična 
lipopeptida PAM2 in PAM3, makrofag-aktivirajoči lipopeptid-2 (angl. macrophage-
activating lipopeptide-2, MALP-2) ter fibroblast-stimulirajoči lipopeptid (fibroblast-
stimulating lipopeptide, FSL-1) (van Bergenhenegouwen in sod., 2013). Zaradi 
pogostosti uporabe, specifičnosti in dobre aktivacije TLR2, smo kot pozitivno kontrolo 
pri naših poskusih uporabili PAM2, ki selektivno signalizira preko TLR2/TLR6 in 
PAM3, ki selektivno signalizira preko TLR1/TLR2. Ugotovili smo, da sta odziv 
sprožila oba sintetična liganda tako preko TLR1/TLR2 kot tudi preko TLR2/TLR6. 
Prav tako sta oba liganda in vsi probiotični sevi aktivirali NF-κB tudi, kadar so bile 
celice transficirane le s TLR2. To je najverjetneje posledica majhnega deleža 
konstitutivno izraženega TLR1 in TLR6 pri celični liniji HEK293. 
V kombinacijo TLR2 s TLR1 ali TLR6 smo vključili še TLR10 in preverili njegov 
vpliv pri signalizaciji probiotikov. Oosting in sod. (2014) so prvi prikazali inhibitorni 
učinek TLR10 na signalizacijo TLR2 ter predstavili možne mehanizme delovanja. 
Mehanizmi so zelo kompleksni in naj bi vključevali kompeticijo za ligande ter 
oblikovanje heterodimer s TLR2, njegovo inhibitorno delovanje pa naj bi bilo povezano 
tudi s PI3K/Akt potjo. Kasneje so Jiang in sod. (2016) odkrili, da TLR2 ni edini TLR, 
katerega signalizacijo lahko TLR10 inhibira, ampak lahko inhibira tudi TLR-je, ki prav 
tako signalizirajo preko MyD88 pa tudi tiste, ki signalizirajo preko TRIF odvisne poti. 
V nasprotju z Oosting in sod. (2014) pa so predlagali, da se TLR10 veže v homodimere 
in tako inhibira nadaljnjo signalizacijo. Med vsemi TLR-ji je TLR10 najbolj soroden 
TLR1. To so izkoristili Guan in sod. (2010) in ustvarili himere TLR10 in TLR1 ter 
preizkušali zmožnost signalizacije v kombinaciji s TLR2. Ugotovili so, da kadar 
ektodomena pripada TLR1 in znotrajcelična TIR domena pripada TLR10 ni 
signalizacije, kadar pa ektodomena pripada TLR10 in TIR domena pripada TLR1 pa 
pride do signalizacije. To je posredni dokaz, da TLR10 vendarle lahko tvori 
heterodimere s TLR2 in da je za inhibitorni učinek TLR10 odgovorna TIR domena. 
Poleg tega, da je veliko nejasnosti o mehanizmu delovanja TLR10, pa za ta receptor tudi 
ni znanih ligandov. V naši raziskavi smo pokazali, da so vsi izbrani probiotični sevi, v 
povezavi s TLR10, zmanjšali odziv tako preko TLR1/TLR2 kot tudi preko TLR2/TLR6, 
kar do sedaj še ni bilo prikazano v literaturi. Prav tako pa smo za izbrane seve tudi 
pokazali, da spodbudijo PI3K signalno pot, ki je povezana z inhibitornim delovanjem 
TLR10. 
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5.2.2 Signalizacija preko TLR9 
TLR9 prepozna nemetilirane CpG motive DNA pri bakterijah in tudi nekaterih 
dvoverižnih DNA virusih. V nasprotju s črevesnimi epitelnimi celicami, ki lahko 
izražajo TLR9 na apikalni in bazolateralni strani, je pri dendritičnih celicah in 
makrofagih TLR9 lociran na endosomih. Dendritične celice in makrofagi endocitirajo 
DNA s CpG motivi, ki potuje do lizosomov in se tam poveže s TLR9 (Latz in sod., 
2004). Ugotovili so, da pri dendritičnih celicah ni razlik v vnetnem odzivu na DNA 
probiotične bakterije B. breve ali DNA patogene bakterije Salmonella enterica Dublin. 
Izražanje vnetnih citokinov pa je manjše, če DNA B. breve pride v stik najprej z 
epitelnimi celicami in nato naknadno z dendritičnimi celicami, medtem ko odziv na 
Salmonella enterica Dublin ostane nespremenjen. To pomeni, da lahko interakcije DNA 
B. breve z epitelijem sprožijo bolj toleranten imunski odziv pri dendritičnih celicah v 
primerjavi z DNA Salmonella enterica Dublin (Campeau in sod., 2012). 
Točni mehanizmi, preko katerih TLR9 vzdržuje homeostazo, niso dobro poznani, bilo 
pa je že opisano, da je izražanje TLR9 na apikalni strani črevesnih epitelnih celic 
povezano s proti-vnetno signalizacijo. Lee in sod. (2006) so dokazali, da je signalizacija 
TLR9 na bazolateralni strani črevesnih epitelnih celic odgovorna za razgradnjo IκB in 
aktivacijo NF-κB, medtem ko se pri apikalni stimulaciji TLR9 IκB ne razgradi in lahko 
prepreči aktivacijo NF-κB. TLR9, odvisno od lokacije, deluje tako vnetno kot tudi proti-
vnetno. Ugotovili so tudi, da apikalna aktivacija TLR9 spodbudi ekspresijo in sekrecijo 
proteina galektin-9, ki podpira diferenciacijo Treg celic (De Kivit in sod., 2013). 
V naši študiji smo preizkusili ali lahko sevi sprožijo signalizacijo preko TLR9 z 
dvojnim luciferaznim reporterskim testom pri HEK293 celicah, vendar nismo dobili 
pozitivnih rezultatov. To bi lahko pripisali apikalni stimulaciji, ki ne aktivira NF-κB. 
Smiselno pa bi bilo še poskusiti ali lahko stimulacijo HEK293 celic sproži izolirana 
bakterijska DNA izbranih sevov. V drugih študijah so ugotovili, da ima DNA bakterij 
rodu Lactobacillus večjo frekvenco imunoregulatornih CpG motivov, v primerjavi s 
patogenimi bakterijami. DNA E. coli ali DNA S. enterica Dublin namreč pri črevesnih 
epitelnih celicah sproži proizvodnjo IL-8, medtem ko DNA L. rhamnosus GG prepreči 
proizvodnjo IL-8 (Ewaschuk in sod., 2007; Ghadimi in sod., 2010). Proti-vnetni učinek 
v povezavi s probiotiki in TLR9 so proučevali tudi pri modelu celic HT-29, gojenih 
skupaj z enojedrnimi celicami periferne krvi (angl. peripheral blood mononuclear cells, 
PBMC), kjer je apikalni nanos DNA B. breve M-16V povišal ekspresijo IL-10 (De Kivit 
in sod., 2013). 
 
Paveljšek D. Mehanizmi aktivacije naravne imunosti … z izbranimi probiotičnimi sevi bakterij. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
101 
 
5.2.3 Signalizacija preko TLR5 
TLR5 prepozna flagelin, glavno sestavino bakterijskega bička ali flagele in se pri 
črevesnih epitelnih celicah izraža na površini (Hayashi in sod., 2001). Za nekatere 
probiotične seve, kot je Escherichia coli Nissle 1917, so dokazali vpliv flagelina na 
ekspresijo protimikorbnega proteina BD-2 pri črevesnih epitelnih celicah (Schlee in 
sod., 2007). Čreprav za predstavnike rodu Lacobacillus flagelin ni značilen, pa je pri 
nekaterih vrstah vseeno prisoten (Neville in sod., 2012). Zato smo preverili ali lahko 
sevi povzročijo signalizacijo preko TLR5 pri celični liniji HEK293. Za pozitivno 
kontrolo smo vzeli flagelin vrste Salmonella typhimurium. Ugotovili smo, da sevi niso 
sprožili aktivacije NF-κB preko TLR5. 
5.3 MOLEKULE, ODGOVORNE ZA AKTIVACIJO TLR2 
K mehanizmom delovanja probiotikov v glavnem spadajo njihove interakcije z drugimi 
mikroorganizmi (bodisi z mikrobioto ali patogenimi mikroorganizmi) in komunikacija 
med probiotiki ter gostiteljevimi celicami. Prva oblika interakcij je v glavnem vezana na 
žive probiotike, saj vključuje tekmovanje za hranila in adhezijska mesta, direktno 
inhibicijo rasti določenih mikroorganizmov (proizvodnja protimikrobnih snovi) ter 
proizvodnjo metabolitov, ki spodbujajo rast prisotne mikrobiote. Po drugi strani pa za 
interakcije z gostiteljevimi celicami ni nujno, da so probiotiki živi, saj signalizacija 
temelji na sposobnosti prepoznave specifičnih bakterijskih delcev ali sekretornih 
komponent, z gostiteljevimi PRR. Te bakterijske komponente, ki vključujejo 
eksopolisaharide, bakteriocine, lipotehojsko kislino in druge površinske, zunajcelične 
proteine, lahko direktno vplivajo na mukozne celice. K zunajceličnim proteinom 
spadajo tako tisti, ki jih celica transportira v okolico skozi membrano kot tudi tisti, ki se 
od bakterijske površine odlepijo (Lebeer in sod., 2018). 
Z nadaljnjimi poskusi smo želeli bolje določiti ali so za signalizacijo preko TLR2 
odgovorne le žive bakterijske celice ali tudi bakterijska površina in bakterijske 
sekretorne komponente. Z dvojnim reporterskim luciferaznim testom smo pri celični 
liniji HEK293 preverili vpliv mrtvih probiotičnih sevov in vpliv supernatantov 
hranilnega gojišča po gojenju probiotičnih sevov, na aktivacijo NF-κB preko 
TLR1/TLR2 kot tudi preko TLR2/TLR6. Ugotovili smo, da so tako mrtve bakterije kot 
tudi supernatanti, pri vseh sevih, stimulirali TLR2, tako v kombinaciji s TLR1 kot tudi s 
TLR6. Odziv NF-κB je bil, z izjemo WCFS1, primerljiv z odzivom NF-κB pri isti 
koncentraciji živih sevov. To pomeni, da je za signalizacijo, po vsej verjetnosti, 
odgovorna površinska komponenta bakterije, ki pa se lahko tudi odlepi od bakterijske 
stene in zastaja v mediju. 
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K zunajceličnim komponentam, ki so odgovorne za signalizacijo preko TLR2, lahko 
poleg sekretornih ali površinskih proteinov štejemo tudi eksopolisaharide. Za 
eksopolisaharide probiotikov so pokazali, da lahko inhibirajo tvorbo biofilmov 
enterohemoragične Escherichia coli ter imajo protimikrobni učinek proti določenim 
patogenim bakterijam (Kim in sod., 2009; Wu in sod., 2010). Ugotovili so, da je 
aplikacija B. breve UCC2003, ki proizvaja eksopolisaharide, v primerjavi s sevom, ki ne 
proizvaja eksopolisaharidov, zmanjšala posledice infekcije s Citrobacter rodentium. 
Sprva so mislili, da je to posledica odsotnosti prekrivanja bakterijskih površinskih 
antigenov, kasneje pa so ugotovili, da imajo izolirani eksopolisaharidi sami po sebi 
imunomodulatorni učinek (Fanning in sod., 2012), ki se kaže kot manjša sekrecija 
vnetnih citokinov in večja sekrecija proti-vnetnega citokina IL-10 (Bleau in sod., 2010; 
Wachi in sod., 2014; Wu in sod., 2010). Dokazali so tudi, da je pri črevesnih epitelnih 
celicah za proti-vnetne učinke eksopolisaharidov L. acidophilus 5e2, L. helveticus 
subsp. rosyjski in L. delbrueckii subsp. delbrueckii TUA4408L odgovorna signalizacija 
preko TLR2 (Patten in sod., 2014; Wachi in sod., 2014). 
Eksopolisaharide, ki jih proizvajajo mlečnokislinske bakterije, delimo na 
homopolisaharide in heteropolisaharide. Heteropolisaharidi so običajno veliki med 10 
kDa do 1000 kDa. Homopolisaharidi pa so lahko še večji, bakterije pa jih tudi 
proizvajajo v večji količini (Vaningelgem in sod., 2004). Ker naj bi bili eksopolisaharidi 
laktobacilov večji od 10 kDa, smo v ta namen supernatant frakcionirali s filtrom, ki ne 
prepušča delcev, večjih od 10 kDa in koncentrat uporabili za stimulacijo TLR2. 
Ugotovili smo, da povzroči koncentrat še večjo aktivacijo NF-κB preko TLR2 kot 
supernatant, medtem ko je bil permeat neučinkovit. To pomeni da so komponente, ki so 
odgovorne za signalizacijo, večje od 10 kDa in bi lahko pripadale eksopolisaharidom ali 
večjim zunajceličnim proteinom. 
5.3.2 Bakterijski zunajcelični proteini 
Zunajcelični protein bakterij, ki so odgovorni za signalizacijo, so razdeljeni v dve 
skupini. Prvo skupino sestavljajo proteini s signalnim peptidom na N-koncu sekvence 
proteina, ki je odgovoren za prehod proteinov iz celice. Druga skupina proteinov pa 
vključuje površinske proteine, ki se odlepljajo od površine ob normalnem vzdrževanju 
celice (Sánchez in sod., 2010). Glede na to, da sta v naši raziskavi, v isti meri kot žive 
bakterije, spodbudila NF-κB aktivnost tudi aplikacija mrtvih bakterijskih sevov in 
supernatant hranljivega gojišča po gojenju probiotičnih sevov, sklepamo, da je za 
signalizacijo odgovorna komponenta, ki je del bakterijske celične stene in se odleplja 
tudi v okolico. 
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Za probiotične seve so že opisali nekaj mehanizmov delovanja zunajceličnih proteinov 
na uravnavanje imunskega sistema. Eden izmed prvih identificiranih proteinov z 
imunoregulatornim delovanjem pri bifidobakterijah je bil inhibitor serinskih proteaz 
(angl. serine protease inhibitor, serpin) pri sevu B. longum subsp. longum NCC2705 
(Ivanov in sod., 2006). Kasneje so ugotovili, da zunajcelični protein serpin proizvajajo 
tudi druge vrste bifidobakterij kot so B. breve, B. dentium in B. longum subsp. infantis 
(Sánchez in sod., 2010). Serpin učinkovito inhibira pankreatično elastazo in elastazo 
nevtrofilcev, ki povzročijo poškodbe tkiva z razgradnjo zunajceličnega matriksa 
(Novovic in sod., 2013). Pri bifidobakterijah so odkrili tudi druge proteine, ki zaščitno 
vplivajo na črevesno epitelno bariero in imunski sistem. Med njimi so proteini seva B. 
longum subsp. infantis, ki pri epitelnih celicah povišajo proizvodnjo proteinov tesnih 
stikov kot sta ZO-1 in okludin ter povečajo TEER preko MAPK signalnih poti, 
zmanjšajo pa tudi vnetje pri mišjem modelu kolitisa (Ewaschuk in sod., 2008). Prav 
tako lahko na imunski sistem vplivajo zunajcelični proteini laktobacilov. Tako so za 
protein S-sloja A, seva L. acidophilus NCFM dokazali, da vpliva na proizvodnjo IL-10 
pri dendritičnih celicah. Ugotovili so, da sekretorne komponente L. acidophilus PZ 
1138, L. fermentum PZ 1162 in L. paracasei subsp. paracasei LMG P-17806, pri 
epitelnih celicah sprožijo produkcijo protimikrobnega β-defenzina 2 (Schlee in sod., 
2008). Pri L. rhamnosus GG so odkrili več različnih proteinov, ki vplivajo na 
vzdrževanje funkcije bariere pri mišji črevesni epitelni celični liniji YAMC. Ti so pri 
celicah YAMC povečali proizvodnjo proteinov toplotnega šoka (angl. heat shock 
protein, Hsp) ter spodbudili proliferacijo preko PI3K/Akt signalne poti (Tao in sod., 
2006; Yan in sod., 2007). Za dva izmed teh proteinov, p40 in p75, so na mišjih 
eksplantantih dokazali zaščitni vpliv pred poškodbami s TNF-α. Omenjena proteina sta 
zavrla tudi padec TEER pri tretmaju s H2O2 in omogočila stabilizacijo proteinov tesnih 
stikov preko PKC in MAPK signalnih poti (Yan in sod., 2007). Zaščitni vpliv izbranih 
sevov na poškodbe zaradi prekomernega izločanja vnetnih citokinov in prisotnosti H2O2 
smo dokazali tudi pri naši študiji. V signalizacijo pa so bile vpletene iste poti (PKC, 
PI3K/Akt, tesni stiki) kot v zgoraj omenjenih raziskavah signalizacije bakterijskih 
zunajceličnih proteinov. 
5.4 MEHANIZMI SIGNALIZACIJE SEVOV L930BB, IM386, K7 IN WCFS1 
PREKO TLR2 PRI ČREVESNIH EPITELNIH CELICAH 
Zgoraj opisane, začetne poskuse signalizacije preko TLR2 smo najprej izvedli na celični 
liniji HEK293, ki je zaradi odsotnosti izražanja večine TLR-jev enostaven model za 
študije celične signalizacije. Ker prvo obrambno linijo pri vzdrževanju funkcije 
črevesne epitelne bariere predstavljajo črevesne epitelne celice, smo želeli preizkusiti, 
kakšen je vpliv izbranih probiotičnih sevov na s TLR2 povezano signalizacijo še pri 
črevesnih epitelnih celičnih linijah. Tako črevesne epitelne celice kot tudi trajne 
črevesne epitelne celične linije Caco-2 in HT-29 izražajo na površini TLR1, TLR2, 
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TLR6 in tudi TLR10, zato njihov vnos v celico ni bil potreben. V prvi fazi smo 
optimizirali transfekcijo za kresničkino luciferazo pod NF-κB odzivnim promotorjem v 
celicah Caco-2, ki smo jih nato stimulirali s probiotičnimi sevi ali kot kontrolo z ligandi 
za TLR2 in IL1β. Zaradi dodatnih signalnih poti črevesnih epitelnih celic, ki zavirajo 
odziv NF-κB, je bila izmerjena aktivnost luciferaze pri probiotičnih sevih in ligandih za 
TLR2 prešibka, medtem ko je bil odziv na IL1β ustrezen (neobjavljeni rezultati). 
V literaturi pogostokrat omenjajo neodzivnost črevesnih epitelnih celic na ligande za 
TLR2, ki je večinoma posledica proteinov, ki inhibirajo običajno TLR signalno pot do 
NF-κB (Melmed in sod., 2003). Inhibitorni vpliv na aktivacijo NF-κB preko klasične 
TLR signalizacije pa so dokazali tudi za TLR10. Delovanje TLR10 naj bi potekalo 
preko PI3K/Akt poti, ki je znana kot proti-apoptotska pot (Oosting in sod., 2014). Za 
gene, vpletene v PI3K/Akt signalno pot, smo pri analizi podatkov iz mišjega poskusa na 
mikromrežah ugotovili, da imajo povišano izražanje pri skupini, ki je bila preventivno 
tretirana s probiotiki. Poleg tega pa smo na celični liniji HEK293 dokazali tudi 
vpletenost TLR10 v inhibicijo s probiotiki in drugimi ligandi povzročene signalizacije 
preko TLR2. Iz rezultatov naše študije lahko sklepamo, da prisotnost TLR10 pri celicah 
Caco-2 zmanjšuje s probiotičnimi sevi in ligandi za TLR2 sproženo aktivacijo NF-κB. 
Zato smo pri celični liniji Caco-2, z metodo prenosa western, analizirali fosforilacijo 
proteina Akt, ki je merilo za njegovo aktivacijo preko PI3K. Za stimulacijo smo 
uporabili izbrane probiotične seve ali ligande za TLR2. Vključili smo inhibitor za TLR2 
(abTLR2) s katerim smo preverili ali je fosforilacija Akt res posledica signalizacije 
preko TLR2. Poleg tega pa smo z inhibitorjem PI3K (LY), ki se veže na ATP vezavno 
mesto in inhibira aktivnost PI3K, preverili ali je do fosforilacije Akt zares prišlo po 
PI3K poti. Ugotovili smo, da je pri stimulaciji s probiotiki ali ligandi za TLR2, 
prisotnost inhibitorjev povzročila nižjo fosforilacijo Akt tako pri abTLR2 kot tudi pri 
LY. S tem smo potrdili, da stimulacija celic Caco-2 s probiotičnimi sevi in ligandi za 
TLR2, sproži aktivacijo PI3K/Akt poti preko TLR2. Ker pa PI3K/Akt pot zavira 
klasično NF-κB signalizacijo, pri Caco-2 celicah, z NF-κB reporterskim testom, nismo 
zaznali luciferazne aktivnosti preko TLR2. 
5.5 MEHANIZMI VZDRŽEVANJA ČREVESNE EPITELNE BARIERE S SEVI 
L930BB, IM386, K7 IN WCFS1 
V črevesnem epiteliju so se razvili različni mehanizmi, ki varujejo pred nekontroliranim 
imunskim odzivom in s katerimi organizem omeji rast, direktni kontakt bakterij ter 
njihov prehod v spodaj-ležeča tkiva. Črevesna epitelna bariera je sestavljena iz plasti 
mukusa, protimikrobnih peptidov, sekretornega IgA in epitelnega tesnilnega ter 
pritrditvenega kompleksa. Porušitev te bariere lahko vodi v izgubo imunske tolerance 
do prisotne mikrobiote in nepravilen imunski odziv, ki se pogosto pojavlja pri KVČB. 
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Probiotiki lahko vplivajo na črevesno epitelno bariero na številne načine in tako 
pripomorejo k razvoju in ohranjanju črevesne homeostaze. 
V tem sklopu poskusov smo poskušali opisati možne mehanizme, s katerimi proučevani 
probiotični sevi ščitijo črevesno epitelno bariero. Pri normalnih fizioloških pogojih se 
črevesne epitelne celice v nekaj dneh po diferenciaciji odlepijo in tako preidejo v 
celično smrt. Pri zdravem črevesju ta proces ne vpliva na permeabilnost črevesne stene, 
z razliko od vnetnega stanja, kjer je vzdrževanje bariere oslabljeno. Zaščitni vpliv 
probiotikov pri vnetnih razmerah smo preverjali z določanjem celične smrti, 
permeabilnosti celičnega monosloja ter opazovanjem razporeditve proteina tesnih stikov 
ZO-1 in aktinskega citoskeleta. 
5.5.1 Sevi L930BB, IM386, K7 in WCFS1 zmanjšajo apoptozo črevesnih 
epitelnih celic pri vnetnih razmerah 
Za proučevanje vpliva probiotikov na apoptozo in nekrozo celic pri vnetnih razmerah, 
smo morali najprej izbrati primeren celični model. Celični liniji HT-29 in Caco-2, se v 
raziskavah pogosto uporabljata za testiranje zdravil, pa tudi za testiranje zaščitnega 
delovanja probiotikov. Glavni vzrok za apoptozo in nekrozo črevesnih epitelnih celic so 
poleg invazivnih bakterij tudi napačni odzivi črevesnega imunskega sistema (Delgado 
in sod., 2016). Signale za apoptotske in proti-apoptotske poti sproži vrsta različnih 
citokinov. Med njimi je tudi TNF-α, ki spada k vnetnim citokinom in ob povišanem 
izražanju močno vpliva na razvoj črevesnega vnetja in nastanek IBD. V odgovor na te 
vnetne dražljaje enterociti izločajo kemokine kot je IL-8, ki še dodatno privabijo druge 
imunske celice (Claud in sod., 2003). Pri izbiri ustreznega celičnega modela za 
določanje apoptoze smo zato, kot odgovor na stimulacijo s TNF-α in IL-1β, testirali 
sekrecijo IL-8 pri celičnih linijah Caco-2 in HT-29. Ugotovili smo, da celice Caco-2 na 
TNF-α niso odzivne zato smo, pri nadaljnjem določanju apoptoze s pretočno 
citometrijo, uporabili celično linijo HT-29. Poleg odziva celičnih linij HT-29 in Caco-2 
na TNF-α in IL-1β pa smo preverili tudi njun odziv na stimulacijo s probiotiki in TLR2 
ligandi. Ugotovili smo, da je nivo sekrecije IL-8 pri obeh celičnih linijah zanemarljivo 
majhen, oziroma primerljiv z nestimuliranimi celicami. Črevesne epitelne celice imajo 
namreč, v primerjavi s čezmerno ekspresijo TLR-jev pri transfekciji celic HEK, še vrsto 
drugih signalnih poti, ki blokirajo klasični TLR2 odziv preko NF-κB in IL-8 in tako 
pomagajo vzdrževati nizek imunski odziv na komenzalne mikroorganizme (Melmed in 
sod., 2003). 
Pri določanju celične smrti smo celice HT-29 preventivno stimulirali z izbranimi 
probiotičnimi sevi in nato povzročili nekrozo s citokini (TNF-α, IFN-γ, IL-1β). 
Ugotovili smo, da je preventivna aplikacija probiotičnih sevov povečala odstotek živih 
celic in zmanjšala odstotek pozne apoptoze / nekroze, povzročene s citokini. Pri 
prejšnjih poskusih smo pokazali, da probiotični sevi signalizirajo preko znane proti-
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apoptotske PI3K/Akt signalne poti. PI3K/Akt signalna pot pomaga ohranjati črevesno 
epitelno bariero tako, da zmanjša vnetno signalizacijo in poškodbe tkiva v črevesju, do 
katerih pride v bolezenskem stanju, zaradi pretirane apoptoze. Huang in Huang (2016) 
sta odkrila, da preventivna aplikacija sevov L. rhamnosus GG in B. animalis subsp. 
lactis DSM10140 zmanjša sekrecijo IL-8, s Salmonella enterica typhimurium okuženih 
celic Caco-2, preko PI3K/Akt poti. Za L. rhamnosus GG in njegove sekretorne proteine 
so tudi dokazali, da zmanjšajo s citokini povzročeno apoptozo pri črevesnih epitelnih 
celicah HT-29, preko PI3K/Akt poti (Yan in sod., 2007; Yan in Polk, 2002). Proti-
vnetni vpliv, ki je zmanjšal apoptozo, so proučevali tudi za mešanico probiotičnih sevov 
VSL#3, tako pri ribah zebricah kot tudi mišjem modelu kolitisa (Gioacchini in sod., 
2017; Mennigen in sod., 2009). Poleg tega so dokazali, da je PI3K/Akt signalna pot 
lahko posledica signalizacije preko TLR2. Cario in sod. (2007) so pri miših s 
povzročenim kolitisom ugotovili, da je dodatek sintetičnega liganda za TLR2 (PAM3) 
povzročil aktivacijo PI3K/Akt poti in občutno zmanjšal vnetje in apoptozo črevesnih 
epitelnih celic. Zato smo tudi mi preverili ali aplikacija sintetičnega liganda PAM3 
vpliva na s citokini povzročeno celično smrt pri celicah HT-29. Ugotovili smo, da je 
prav tako kot probiotični sevi, tudi dodatek PAM3 povzročil boljše preživetje celic in 
zmanjšal odstotek nekrotičnih celic v populaciji. S tem smo potrdili, da je v mehanizem 
zaščitnega delovanja vpletena signalizacija preko TLR2. 
5.5.2 Sevi L930BB, IM386, K7 in WCFS1 zmanjšajo permeabilnost monosloja 
črevesnih epitelnih celic pri vnetnih razmerah 
Poškodbe tkiva so, zaradi izgube epitelnih celic in razgradnje mukusa, pogoste 
posledice vnetja. Vnetje je namreč povezano z infiltratom imunskih celic kot so celice 
T, makrofagi in nevtrofilci (Rieder in sod., 2007). Nevtrofilci so med prvimi imunskimi 
celicami, ki pridejo na mesto vnetja, njihova naloga pa je, da omejijo invazijo 
mikroorganizmov. Na mestu infekcije nevtrofilci nato prepoznajo, fagocitirajo in 
ubijejo patogene mikroorganizme z litičnimi encimi in s proizvodnjo reaktivnih 
kisikovih zvrsti, kot je H2O2. Kadar ta proces ni pravilno uravnavan pa lahko pri akutnih 
in kroničnih boleznih pride do trajnih poškodb tkiva in fibroze (van der Vliet in 
Janssen-Heininger, 2014). Oksidativni stres, ki ga povzroči H2O2, poruši organizacijo 
tesnih stikov pri črevesnih epitelnih celicah in pripelje do povišane paracelične 
permeabilnosti celičnega monosloja (Seth in sod., 2008). 
V prejšnjem sklopu poskusov smo dokazali, da lahko proučevani probiotiki zmanjšajo 
apoptozo in nekrozo pri vnetnih razmerah. V nadaljevanju pa nas je zanimalo ali 
proučevani probiotični sevi lahko vplivajo na vzdrževanje strukture črevesne bariere in 
s tem na permeabilnost monosloja črevesnih epitelnih celic. Pri poskusu smo merili 
prehod FITC-dekstrana skozi monosloj celic Caco-2, na podlagi česar smo potem 
določili stopnjo permeabilnosti. Ob dodatku H2O2 so se porušile strukture tesnih stikov 
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in povezave med celicami. To je povzročilo prehod FITC-dekstrana iz apikalne na 
bazolateralno stran. Ugotovili smo, da je preventivno tretiranje celic s sevi, pa tudi 
dodatek liganda za TLR2 (PAM3), zmanjšal s H2O2 povzročeno permeabilnost nazaj na 
nivo zdravih celic. Dodatek probiotičnih sevov k zdravim celicam ni vplival na 
permeabilnost monosloja. Ker je tudi PAM3 zmanjšal permeabilost lahko sklepamo, da 
probiotični sevi vplivajo na zmanjšano permeabilnost preko signalizacije TLR2. Ena 
izmed signalnih poti, ki preko TLR2 vpliva na uravnavanje črevesne epitelne bariere je 
aktivacija PKC (Cario in sod., 2004). Povišano izražanje gena za PKCβ smo zasledili 
tudi pri poskusu na mišjem modelu kolitisa pri obolelih miših, ki so preventivno 
prejemale seva IM386 in L930BB. Celice, pri katerih je izražanje gena za PKCβ1 
povišano, so v vnetnih razmerah manj poškodovane. Vodikov peroksid namreč povzroči 
permeabilnost epitelne bariere tako, da vpliva na fosforilacijo tesnih stikov in prekine 
njihove medsebojne povezave ter pritrjevanje na aktinski citoskelet. Zaradi premestitve 
večjega števila PKCβ iz citosola k membrani pa pride do bolj trdnih povezav tesnih 
stikov s citoskeletom. Študije so pokazale, da je aktivacija PKCβ1 eden izmed prvih 
mehanizmov, ki jih sprožijo probiotiki za zaščito tesnih in adherentnih stikov (Seth in 
sod., 2008). Da bi preverili, ali je zaščitni vpliv proučevanih probiotičnih sevov in 
TLR2 liganda, PAM3, povezan s signalizacijo preko PKC, smo uporabili kompetitivni 
PKC inhibitor Gӧ6983. Inhibitor sam po sebi ni vplival na večjo permeabilnost celic 
Caco-2, tretiranih s H2O2, je pa izničil zaščitni učinek izbranih sevov in PAM3. To 
pomeni, da proučevani probiotični sevi in PAM3 vzdržujejo permeabilnost monosloja 
črevesnih celic preko PKC. Za sev WCFS1, ki smo ga uporabili tudi v naši študiji, so 
predhodno že pokazali, da lahko zadrži padec TEER in zmanjša permeabilnost 
celičnega monosloja pri celicah Caco-2 (Karczewski in sod., 2010). Naša študija je to 
potrdila, odkrili pa smo tudi, da je ta zaščitni vpliv povezan s signalizacijo preko PKC. 
Vpletenost PKC pri vzdrževanju epitelne bariere so proučevali tudi za druge probiotike. 
Odkrili so, da je L. plantarum CGMCC 1258 s signalizacijo preko PKC pomagal 
vzdrževati črevesno epitelno bariero pri podganah (Zhou in sod., 2012). Raziskave so 
pokazale, da lahko na permeabilnost preko PKC vplivajo tudi sekretorni proteini 
probiotikov in nekateri prebiotiki. Ugotovili so, da lahko topna proteina L. rhamnosus 
GG, p40 in p75, zadržita padec TEER in zmanjšata prehod FITC-inulina skozi epitelni 
monosloj. Zaščitni učinek je bil posledica translokacije PKCβ in PKCε k membrani 
(Seth in sod., 2008). Prav tako pa so preko PKC zadržali padec TEER in prehod FTIC-
dekstrana čez epitelni monosloj tudi prebiotiki inulin in fruktooligosaharidi (Wu in sod., 
2017). 
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5.5.3 Sevi L930BB, IM386, K7 in WCFS1 vplivajo na prerazporeditev proteina 
ZO-1 in aktinskega citoskeleta pri črevesnih epitelnih celicah pri vnetnih 
razmerah 
Sklop raziskav, v katerih smo proučevali permeabilnost črevesnega epitelnega 
monosloja je pokazal, da je eden od mehanizmov ohranjanja epitelne bariere odvisen od 
PKC. Poleg tega so tudi rezultati analize izražanja genov, vzorcev mišjega kolona, na 
mikromrežah razkrili signalne poti, ki so bile pri vzdrževanju epitelne bariere povezane 
z regulacijo aktinskega citoskeleta in tesnimi stiki. Zato smo v nadaljevanju želeli 
preveriti ali signalizacija probiotikov preko PKC seže do tesnih stikov. Oksidativni stres 
vpliva na fosforilacijo vezavnih mest proteinov tesnih stikov, ki so odgovorna za 
njihove povezave v tesnilni kompleks ter nahajanje v celici. Povezave tesnih stikov med 
seboj in z aktinskim citoskeletom pa naprej vplivajo na paracelično permeabilnost. 
Vodikov peroksid najbolj spremeni fosforilacijo proteinov tesnih stikov ZO-1 in 
okludin, vpliva pa tudi na razporeditev aktinskega citoskeleta (Sheth in sod., 2009). Ker 
smo želeli ugotoviti ali tudi proučevani sevi vplivajo na prerazporeditev proteina ZO-1 
in aktinskega citoskeleta, smo s fluorescenčno označenimi protitelesi proti ZO-1 in 
fluorescenčno označenim faloidinom, ki se veže na F-aktin, pobarvali celice Caco-2 in 
jih opazovali pod konfokalnim mikroskopom. S konfokalnim mikroskopom lahko 
opazujemo celico v več ravninah, oziroma rezinah v prostoru. Razporeditev F-aktina in 
ZO-1 smo lahko tako opazovali v več plasteh. Tesni stiki se pri celicah nahajajo na 
apikalni strani, zato smo kot območje snemanja v prvi vrsti zajeli apikalni predel. 
Naredili pa smo posnetke tudi na ravni jedra, kjer se F-aktin v celici razporedi v obliki 
obroča, medtem ko je na apikalni strani, poleg oblike obroča, F-aktin viden po celotni 
površini celične rezine. 
Ugotovili smo, da je aplikacija H2O2 povzročila premik proteina ZO-1 iz obrobja celice 
v notranjost (razdelek B2 pri Sliki 45). Celice pa so se me seboj tudi oddaljile, kar kaže 
na to, da monosloj ni bil več trdno povezan med seboj. Na apikalni strani je bila 
količina F-aktina ob dodatku H2O2 manjša v primerjavi z vzorci, kjer H2O2 ni bil dodan 
(stolp 1 pri Sliki 45 – 47 in Prilogah B – D). Pri preparatih s H2O2 se je ponekod kazala 
tudi pikčasta struktura (stolp 1 pri Sliki 46 in Sliki 47 ter Prilogah B – D). Signalne 
kaskade, ki vodijo do proteinov tesnih stikov kot sta okludin in ZO-1, sprožijo 
reverzibilno fosforilacijo na serinskih, treoninskih in tirozinskih aminokislinskih 
ostankih. Pri normalnih pogojih v epiteliju je okludin močno fosforiliran na serinskih in 
treoninskih ostankih, medtem ko tretma s H2O2 občutno zmanjša fosforilacijo 
treoninskih mest. Po drugi strani pa s H2O2 povzročena destabilizacija tesnih stikov vodi 
v fosforilacijo tirozinskih ostankov na okludinu, kar prekine njegove interakcije z ZO-1, 
ki se odmakne stran od membrane in več ne povezuje transmembranskega kompleksa 
tesnih stikov z aktinskim citoskeletom. Pri tesnih stikih je, z razliko od klavdinov, 
večinski del okludina v membrani mobilen. Ker pa ta, zaradi prekinitve povezav z ZO-1 
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in aktinskim citoskeletom ni več usidran v membrano, se poveča permeabilnost 
celičnega monosloja (Shen in sod., 2008). Aplikacija sevov K7, L930BB, IM386 in 
WCFS1 je vpliv H2O2 na internalizacijo ZO-1 zmanjšala (razdelek B2 pri Sliki 46 in 
Prilogah B – D). Vidnih pa tudi ni bilo več razmakov med celicami. Poleg tega je bil ob 
dodatku probiotičnih sevov obroč F-aktina sklenjen okrog jedra in brez prekinitev 
(razdelek B3 pri Sliki 46 ter Prilogah B – D), v primerjavi s celicami, tretiranimi samo s 
H2O2. Glede na to, da so izbrani sevi zmanjšali permeabilnosti celic Caco-2 lahko 
sklepamo, da je njihovo delovanje povezano s fosforilacijo okludina ter njegove 
povezave preko ZO-1 z aktinskim citoskeletom. Poleg učinkovitega povezovanja 
kompleksa tesnih stikov je ZO-1 odgovoren še za sestavljanje adherentnih stikov 
(Basuroy in sod., 2006). To pomeni, da je signalizacija, ki so jo spodbudili probiotični 
sevi, po vsej verjetnosti vplivala tudi na stabilizacijo adherentnih stikov. V literaturi so 
tudi opisali, da je močno odvisna od ZO-1 organizacija F-aktina na apikalni strani, saj 
se v primeru njegove odsotnosti neenakomerno razporedi v obliki pikčastih struktur 
(Van Itallie in sod., 2009). To obrazloži pojav pikčaste strukture pri preparatih, 
tretiranih s H2O2, ki je bila manj opazna pri celicah, predhodno tretiranih s probiotiki. 
Pri določanju permeabilnosti celičnega monosloja ob različnih pogojih smo opazili, da 
je dodatek inhibitorja PKC preprečil zaščitni učinek sevov. Zato smo preverili, ali 
inhibitor vpliva tudi na razporejanje ZO-1. Ugotovili smo, da je dodatek Gӧ6983, ki 
selektivno inhibira večino izoform PKC, preprečil zaščitni učinek sevov pred 
internalizacijo ZO-1 ter pojavom razmaka med celicami (razdelek C2 pri Sliki 46 in 
Prilogah B – D). Določene izoforme PKC namreč fosforilirajo vezavna mesta na 
okludinu, predvsem treoninske aminokislinske ostanke, ter tako pomagajo pri njegovi 
vezavi z ZO-1 in aktinskim citoskeletom. Povišana fosforilacija treoninskih mest pa 
vpliva tudi na premik ZO-1 k membrani (Dörfel in Huber, 2012). To pomeni, da je 
delovanje sevov pri zaščiti permeabilnosti povezano s stabilizacijo tesnih stikov preko 
PKC. Pri sevih L930BB in WCFS1 pa smo opazili tudi, da obroč F-aktina okrog 
celičnega jedra ni več enovit, kadar dodamo inhibitor PKC (razdelek C3 pri Sliki 46 in 
Prilogi D). To pomeni, da je bila v tem primeru bolj oslabljena tudi povezava ZO-1 z 
aktinskim citoskeletom. 
Ugotovili smo, da je dodatek liganda za TLR2 (PAM3), prav tako kot probiotični sevi, 
zmanjšal s H2O2 povzročeno internalizacijo proteina ZO-1 (razdelek B2 pri Sliki 47). 
Delovanje PAM3 pa je bilo izničeno ob dodatku inhibitorja PKC (razdelek C2 pri Sliki 
47). To pomeni, da je fosforilacijo PKC, ki je vodila v premik ZO-1 k membrani in 
verjetno tudi fosforilacijo okludina, sprožila aktivacija TLR2. Iz mikroskopskega 
preparata je razvidno, da ob dodatku inhibitorja PKC aktinski citoskelet (na nivoju 
jedra) ni več sklenjen v celoten obroč okrog celice (razdelek C3 pri Sliki 47). To 
pomeni, da so se prekinile povezave aktinskega citoskeleta z ZO-1. Glede na to, da so 
končni učinki signalnih kaskad pri PAM3 isti kot pri probiotičnih sevih, ista pa je tudi 
aktivacija vmesnih signalnih molekul, lahko sklepamo, da je za oba odgovoren pričetek 
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signalizacije preko TLR2. V našo študijo smo poleg sevov K7, L930BB in IM386 
vključili še WCFS1, ki so ga v drugih študijah že povezovali z zaščito črevesne epitelne 
bariere preko TLR2 tako pri in vitro kot tudi pri kliničnih humanih študijah (Karczewski 
in sod., 2010). Tudi naši rezultati so dokazali različne povezave med ohranjanjem 
črevesne epitelne bariere in signalizacijo probiotičnih sevov preko TLR2 kar dodatno 
razjasni interakcije in zaščitni vpliv na gostiteljeve celice. 
5.6 AKTIVACIJA SPECIFIČNIH SIGNALNIH POTI ČREVESNIH EPITELNIH 
CELIC JE SKUPNA VSEM PROUČEVANIM PROBIOTIČNIM BAKTERIJAM 
Koristni učinki probiotičnih bakterij se kažejo z njihovim vplivom na prisotno 
mikrobioto, uravnavanjem funkcije črevesne epitelne bariere in regulacijo imunskega 
odziva. Prvotni kontakt med mikroorganizmi in črevesnimi epitelnimi celicami se 
pojavi z interakcijo (povečini površinskih) mikrobnih komponent – MAMP z 
gostiteljevimi površinskimi receptorji – PRR. Celična površina laktobacilov in 
bifidobakterij je pokrita s proteini, glikoproteini in eksopolisaharidi, katerih sestava in 
ekspresija je vrstno specifična. MAMP pa so lahko med različnimi bakterijskimi 
vrstami tudi ohranjeni in imajo podobno osnovno strukturo. Pri tem je potrebno imeti v 
mislih tudi dejstvo, da je bakterijska celična površina dinamična lastnost, saj lahko 
okolje gostitelja vpliva na izražanje bakterijskih površinskih komponent (Lebeer in sod., 
2010). Tako lahko na primer komenzalna bakterija Bacteroides fragilis glede na 
okoljske dražljaje sintetizira vsaj 8 različnih, s celično steno povezanih, polisaharidov in 
široko paleto glikoproteinov (Comstock, 2009). 
Za probiotike velja pravilo, da so molekularni mehanizmi, ki so odgovorni za določen 
probiotični učinek, sevno specifični. Novejše raziskave pa dokazujejo, da so lahko 
nekateri molekularni kompleksi, ki so odgovorni za imuno-modulacijo pri gostiteljevih 
celicah, skupni večji taksonomski skupini (Lebeer in sod., 2018). Nekatere molekule 
namreč niso sevno specifične, saj imajo homologe tudi pri drugih sevih iste vrste ali 
celo drugih rodovih. Tako so na primer za sekretorna proteina p40 in p75 probiotičnega 
seva LGG našli homologe tudi v genomih L. casei, L. paracasei in L. rhamnosus 
(Bäuerl in sod., 2011). Končni izid MAMP-PRR interakcij in aktiviranih signalnih poti 
pa je odvisen tudi od tipa gostiteljevih celic. Meijerink in sod. (2010) so proučevali 
imunski odziv 42 sevov vrste L. plantarum pri humanih dendritičnih celicah in odkrili 
velike sevno specifične razlike v sekreciji IL-10 in IL-12. V nasprotnem primeru pa je 
kultivacija istih sevov s humanimi PBMC povzročila podobno sekrecijo IL-10 in IL-12 
(Van Hemert in sod., 2010). Še do večjih razlik v imunskem odzivu pa pride med 
imunskimi celicami in črevesnimi epitelnimi celicami, pri katerih je izražanje 
površinskih PRR manjše v primerjavi z imunskimi celicami, poleg tega posedujejo tudi 
vrsto signalnih poti, ki inhibirajo klasični NF-κB odziv. V naši študiji so vsi proučevani 
sevi pri črevesnih epitelnih celicah sprožili iste signalne kaskade (PI3K/Akt, PKC), ki 
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so vodile v preprečevanje apoptoze, stabilizacijo tesnih stikov in aktinskega citoskeleta 
ter manjšo permeabilnost celičnega monosloja. Razlog, zakaj med njimi ni bilo razlik v 
imunskem odzivu epitelnih celic, po vsej verjetnosti tiči v širokem spektru ligandov, ki 
jih prepozna TLR2, odsotnosti signalizacije preko TLR4 in TLR5 ter prisotnosti istih ali 
homolognih komponent bakterijske površine. Glede na to, da so vsi sevi humani izolati, 
je imunski odziv, ki vodi v toleranco pri epitelnih celicah in krepitev bariere, 
pričakovan. Vsekakor ni zaželjeno, da bi komenzalni mikroorganizmi spodbudili 
konstantno vzdraženost imunskega sistema, ki se pa vseeno pojavi, ko bakterije preidejo 
epitelno bariero in pridejo v stik s spodajležečimi imunskimi celicami. 
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Potrdili smo prvo zastavljeno hipotezo, da sevi Lactobacillus fermentum L930BB, 
Bifidobacterium animalis subsp. animalis IM386 in Lactobacillus gasseri K7 regulirajo 
celično signalizacijo preko TLR2. Uspeli smo namreč dokazati, da: 
- vsi izbrani sevi sprožijo pri celični liniji HEK293 aktivacijo NF-κB tako preko 
TLR1/TLR2 kot tudi preko TLR2/TLR6, vendar je odziv preko TLR2/TLR6 
večji; 
- aktivacijo NF-κB preko TLR1/TLR2 in preko TLR2/TLR6, v isti meri kot živi 
probiotični sevi, sprožijo tudi mrtvi sevi in supernatanti medija v katerem so bili 
sevi gojeni; 
- so za aktivacijo NF-κB preko TLR2 najverjetneje odgovorne zunajcelične 
molekule proučevanih probiotičnih sevov, ki so večje od 10 kDa; 
- se aktivacija NF-κB, z izbranimi sevi preko TLR1/TLR2 in preko TLR2/TLR6 
pri celični liniji HEK293, v prisotnosti TLR10 zmanjša; 
- pri črevesnih epitelnih celicah Caco-2 sprožijo izbrani probiotični sevi preko 
TLR2 aktivacijo proti-apoptotske PI3K/Akt poti. 
 
Potrdili smo drugo zastavljeno hipotezo, da sevi sprožijo signalne kaskade, ki ob 
simulaciji vnetnih razmer vplivajo na stabilizacijo tesnih stikov in citoskeleta. Pri 
črevesnih epitelnih celičnih linijah smo dokazali, da: 
- je aplikacija sevov pripomogla k stabilizaciji povezav ZO-1 s 
transmembranskimi tesnimi stiki, saj je zmanjšala vpliv H2O2 na premik ZO-1 iz 
obrobja celice v notranjost, preprečila pa je tudi razmak med celicami; 
- je dodatek probiotičnih sevov pripomogel tudi k stabilizaciji aktinskega 
citoskeleta pri tretmaju s H2O2, saj je bil obroč F-aktina okrog jedra bolj enovit 
in brez prekinitev; 
- sevi vplivajo na organizacijo tesnih stikov preko PKC, saj je dodatek 
selektivnega inhibitorja PKC pri tretmaju s H2O2 preprečil zaščitni učinek sevov 
pred internalizacijo proteina tesnih stikov ZO-1 ter pojavom razmaka med 
celicami. 
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Pri potrjevanju hipoteze o zaščitnem vplivu izbranih probiotičnih sevov na zaščito 
črevesne epitelne bariere smo opazili, da: 
- sevi zmanjšajo s citokini povzročeno celično smrt preko PI3K/Akt; 
- sevi preko PKC preprečijo povečanje permeabilnosti celičnega monosloja zaradi 
dodatka H2O2; 
- je premik ZO-1, zmanjšanje permeabilnosti kot tudi vpliv na apoptozo 
najverjetneje povezan s signalizacijo probiotikov preko TLR2, saj so signalne 
kaskade sintetičnega liganda za TLR2 (PAM3) potekale po istih poteh. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
Črevesni mukozni epitelij predstavlja osnovno bariero, ki ščiti pred vdorom antigenov 
iz črevesne vsebine in posledično vnetjem ter poškodbami. Čvrste medcelične povezave 
so nujne za vzdrževanje funkcionalnosti bariere, pri čemer sodelujejo tesni stiki, 
adherentni stiki, presledkovni stiki, dezmosomi in aktinski citoskelet. Kronično vnetje je 
pogosto povezano s spremembami v strukturi tesnih stikov in funkciji bariere, ki 
omogoča prehod mikrobnih antigenov do celic črevesnega limfatičnega tkiva. Porušitev 
te bariere lahko vodi v izgubo imunske tolerance do prisotne mikrobiote in nepravilen 
imunski odziv, ki se pogosto pojavlja pri KVČB. Probiotiki lahko stimulirajo različne 
obrambne mehanizme črevesnih epitelnih celic, kot so krepitev bariere, sinteza mucinov 
ter preživetje celic. Izkazali pa so se za učinkovite tudi pri preprečevanju poškodb, 
povezanih z izločanjem vnetnih citokinov. Mehanizmi probiotikov, ki vplivajo na 
epitelno bariero, lahko potekajo preko signalnih poti, ki so odvisne od aktivacije PKC 
ter MAPK. Pomemben pa je tudi mehanizem, ki preko PI3K fosforilira Akt ter tako 
prepreči s citokini povzročeno apoptozo. 
Za ugotavljanje zaščitnega vpliva izbranih sevov, ki smo jih proučevali, smo izhajali iz 
poskusa na miših z DSS induciranim kolitisom, pri katerem je klinično stanje različno 
tretiranih živali razkrilo, da je kombinacija sevov L930BB in IM386 varovala črevesno 
epitelno pregrado. Vse živali, ki so bile tretirane z DSS, so imele prizadeti kolon, med 
obolelimi skupinami pa so bile tudi razlike. Kljub majhnim razlikam, je bila pri dodatku 
ciklosporina A ali kombinacije sevov L930BB in IM386 vseeno opažena manjša 
globina vnetja. Na podlagi histološke ocene smo raziskavo usmerili v izolacijo RNA iz 
vzorcev mišjega kolona in analizo globalne ekspresije genov na mikromrežah. Na 
osnovi analize obogatenosti signalnih poti iz KEGG baze podatkov smo ugotovili, da 
izbrana kombinacija sevov L930BB in IM386 v obolelem stanju aktivira poti, ki vodijo 
v stabilizacijo aktomiozinskega obroča preko PKC. Poleg tega smo opazili tudi 
povišano ekspresijo PI3K in njenih tarč, kot je Rac, ki koordinirajo organizacijo 
aktinskega citoskeleta in kinaze Akt, ki ima pomembno vlogo pri preprečevanju 
apoptoze. Na podlagi rezultatov iz analize mikromrež smo predvidevali, da so tako 
PI3K, Akt kot tudi PKC in nekatere druge signalne molekule, ki so imele zaznano 
povišano izražanje genov pri omenjenih poteh, posledica signalnih kaskad, ki potekajo 
preko TLR2. Iz omenjenih signalnih poti smo izbrali nabor genov, ki so bili povezani z 
ohranjanjem funkcije bariere ter njihovo izražanje potrdili s qRT-PCR. 
Z namenom, da potrdimo ugotovitve iz poskusa na mišjem modelu z DSS induciranim 
kolitisom, smo preizkušali ali lahko sevi L930BB, IM386, K7 in WCFS1 sprožijo 
signalizacijo preko interakcij s kombinacijo TLR1/TLR2 in TLR2/TLR6, kot tudi preko 
TLR5, TLR9 in TLR10. V poskusu smo uporabili celično linijo HEK293, ki je zaradi 
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odsotnosti ekspresije večine TLR-jev in nezahtevne transfekcije, dragoceni model za 
proučevanje celičnega signaliziranja. Ugotovili smo, da vsi sevi sprožijo signalne 
kaskade tako preko TLR1/TLR2 kot TLR2/TLR6, ne pa tudi preko TLR5 in TLR9. 
Proučevani sevi so pri vključitvi TLR10, ki prav tako oblikuje heterodimere s TLR2, 
zmanjšali odziv NF-κB preko TLR1/TLR2 in tudi TLR2/TLR6, kar do sedaj v literaturi 
še ni bilo opisano za probiotike. Biološka funkcija TLR10 namreč ni dobro razjasnjena, 
saj ima ta signalna pot, v nasprotju z drugimi TLR-ji, v glavnem inhibitorni učinek. 
Signalizacijo probiotičnih sevov preko TLR10 lahko zato štejemo k dodatnemu imuno-
regulatornemu učinku, ki lahko pomaga pri avtoimunih črevesnih boleznih. 
Poleg tega, da smo potrdili aktivacijo NF-κB preko TLR2 z živimi probiotičnimi sevi, 
smo ugotovili, da lahko signalizacijo sprožijo tudi mrtve bakterijske celice in sterilen 
supernatant medija, v katerem so bili gojeni sevi (metaboliti in komponente celične 
stene). Pri nadaljnjem frakcioniranju se je izkazalo, da ima koncentrat večji vpliv na 
odziv NF-κB kot supernatant, kar pomeni, da so za stimulacijo odgovorne odcepljene 
površinske ali sekretorne komponente, večje od 10 kDa. Nekatere probiotične bakterije 
lahko namreč izločajo zunajcelične proteine, majhne peptide in druge metabolite ter 
bakteriocine, ki imajo proti-vnetni učinek pri gostitelju. V rastnem mediju bakterij pa se 
nahajajo tudi komponete celične stene, kot je lipotejhojska kislina, ki se sčasoma 
sprostijo v medij. Poleg naštetega lahko nekateri laktobacili in bifidobakterije 
proizvajajo eksopolisaharide, ki tudi vplivajo na uravnavanje imunskega odziva. 
Ker so mehanizmi delovanja probiotikov na epitelno bariero različni, smo preverili, ali 
proučevani probiotični sevi vplivajo tudi na apoptozo in permeabilnost celičnega 
monosloja. Na črevesnih epitelnih celičnih linijah Caco-2 in HT-29 smo proučevali 
vpliv sevov L930BB, IM386, K7 in WCFS1 ter ligandov za TLR2 na apoptozo in 
prerazporeditev aktinskega citoskeleta ter proteina tesnih stikov ZO-1. Z uporabo 
pretočne citometrije smo ugotovili, da so izbrani sevi, pa tudi ligandi za TLR2, ob 
vnetnih razmerah, povzročenih s kombinacijo citokinov TNFα, IFNγ in IL1β, sposobni 
zmanjšati apoptozo celic HT-29. Na celični liniji Caco-2 smo, s pomočjo metode 
prenosa western, pregledovali fosforilacijo signalnih molekul in potrdili aktivacijo ene 
izmed možnih proti-apoptotskih poti, PI3K/Akt. Z uporabo inhibitorja PI3K smo 
dokazali, da je aktivacija PI3K/Akt poti odvisna od sposobnosti sevov, da sprožijo 
signalizacijske kaskade preko TLR2. S konfokalnim mikroskopom smo na celicah 
Caco-2 pregledali prerazporeditev aktinskega citoskeleta in proteina ZO-1 in dokazali, 
da sevi ob simulaciji vnetnih razmer s H2O2 zmanjšajo internalizacijo proteina ZO-1 in 
tako pomagajo vzdrževati integriteto črevesne epitelne bariere. Poleg prerazporeditve 
aktinskega citoskeleta smo ob dodatku probiotičnih sevov opazili tudi bolj kompaktno 
tvorbo aktomiozinskega obroča. Z namenom, da potrdimo vpliv sevov na proteine 
tesnih stikov in dokažemo njihovo pomoč pri vzdrževanju črevesne epitelne bariere, 
smo proučevali permeabilnost celic Caco-2 v stanju vnetja, z merjenjem prehoda 
fluorescentno označenega dekstrana skozi celični monosloj. Ugotovili smo, da sevi in 
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TLR2 ligandi zmanjšajo permeabilnost celičnega monosloja pri vnetnih razmerah in 
tako dodatno potrdili njihov zaščitni vpliv na črevesno pregrado. 
Pokazali smo, da lahko sevi L930BB, IM386, K7 in WCFS1, z aktivacijo proti-
apoptotskih poti in vplivom na proteine tesnih stikov ter aktinski citoskelet, prispevajo k 
regeneraciji črevesnega epitelija in modulirajo imunski sistem mukozne bariere, s 
signalizacijo preko TLR2. Z delom smo potrdili pomembna opažanja drugih raziskav in 
naredili korak bližje k razumevanju signalizacije, ki jo sprožijo probiotični sevi pri 
gostitelju, kar pomaga pri oblikovanju nadaljnjih študij o zaščitnem vplivu izbranih 
sevov in uveljavljanju znanstvenih trditev. 
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Intestinal mucosal epithelium represents primary barrier that protects against intrusion 
of antigens from intestinal contents and consequently inflammation and injuries. Firm 
intercellular connections consisting of tight junctions, adherens junctions, dezmosomes 
and actin cytoskeleton are crucial for maintenance of barrier functionality. Chronical 
inflammation is often linked with modifications in the structure of tight junctions and 
barrier function, which enables passage of microbial antigens to the cells of intestinal 
lymphoid tissue. Disruption of this barrier can lead to the loss of immune tolerance to 
the present microbiota and improper immune response that often occurs in IBD. 
Probiotics can stimulate different defence mechanisms of intestinal epithelial cells such 
as barrier strengthening, mucin synthesis and cell survival. They are also effective in 
prevention of injuries associated with secretion of inflammatory cytokines. Mechanisms 
of probiotics that affect epithelial barrier are connected to signalling pathways reliant on 
activation of PKC and MAPK. Important is also the mechanism involved in Akt 
phosphorylation through PI3K which prevents cytokine induced apoptosis. 
To determine the protective effect of selected strains under our study, we started from 
mice experiment with DSS induced colitis at which the clinical condition of differently 
treated animals uncovered that the combination of strains L930BB and IM386 protected 
the intestinal epithelial barrier. All animals that were treated with DSS had affected 
colon but there were variances among diseased groups. Besides small differences the 
smaller depth of inflammation was observed in groups that received cyclosporine A and 
the combination of strains L930BB and IM386. Based on histological score we focused 
our research on RNA isolation from mice colon samples and on the microarray global 
gene expression analysis. From enrichment analysis of signalling pathways from KEGG 
database we discovered that selected combination of strains L930BB and IM386 in 
diseased state activated pathways that lead to actomyosin ring stabilization through 
PKC. In addition we also noticed increased expression of PI3K and its targets like Rac, 
which coordinates organization of actin cytoskeleton and Akt kinase, which has an 
important role in prevention of apoptosis. Based on results from microarray analysis we 
expected that PI3K, Akt and also PKC with some other signalling molecules, that had 
increased gene expression in aforementioned pathways, are outcome of signalling 
cascades that are activated upon TLR2. From mentioned pathways we selected a set of 
genes that were associated with maintaining of the barrier function and confirmed their 
expression with qRT-PCR. 
In order to confirm the findings from the microarray experiment on mice with DSS 
induced colitis, we tested whether the strains L930BB, IM386, K7 and WCFS1 could 
trigger signalling through interactions with the combination of TLR1/TLR2 and 
TLR2/TLR6 as well as through TLR5, TLR9 and TLR10. In the experiment, a cell line 
HEK293 was used, which is, due to the absence of the expression of most TLRs and 
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undemanding transfection, a valuable model for cell signalling studies. We discovered 
that all strains induce signalling cascades through TLR1/TLR2 and also through 
TLR2/TLR6 but not through TLR5 and TLR9. When TLR10, which also forms 
heterodimers with TLR2, was included, studied strains reduced NF-κB response 
through TLR1/TLR2 and also through TLR2/TLR6 which has not been described in the 
literature for probiotics until now. The biological function of TLR10 is not well 
understood, since its signalling pathway has in contrast to other TLRs mainly an 
inhibitory effect. Signalling of probiotic strains through TLR10 can therefore be 
considered as an additional immune-regulatory effect that can help in autoimmune 
intestinal diseases. 
Besides confirming the activation of NF-κB through TLR2 with live probiotic strains, 
we also discovered that signalization can be induced with dead bacterial cells and sterile 
supernatant of medium in which strains were grown (metabolites and components of 
cell wall). In further fractionation we showed that the concentrate has higher impact on 
NF-κB response than supernatant which means that cleaved surface or secretory 
components, larger than 10 kDa, are responsible for stimulation. Some probiotic 
bacteria can secrete extracellular proteins, small peptides and other metabolites and 
bacteriocins that have an anti-inflammatory effect on the host. In bacterial growth 
medium also the components of the cell wall such as lipoteihoic acid are present and are 
eventually released into the medium. In addition to this some lactobacilli and 
bifidobacteria produce exopolysaccharides which also affect the regulation of the 
immune system. 
Since the mechanisms of probiotic effects on the epithelial barrier are different, we 
checked if studied probiotic strains impact on apoptosis and cell monolayer 
permeability. We studied the impact of strains L930BB, IM386, K7 and WCFS1 and 
TLR2 ligands, in intestinal epithelial cell lines Caco-2 and HT-29, on apoptosis and 
redistribution of actin cytoskeleton and tight junction protein ZO-1. By using flow 
cytometry we discovered that selected strains and also TLR2 ligands are capable to 
reduce apoptosis of HT-29 cells in inflammatory conditions caused by a combination of 
cytokines TNFα, IFNγ and IL1β. With western blot we observed the phosphorylation of 
signalling molecules in Caco-2 cell line and confirmed activation of one of the possible 
anti-apoptotic pathways PI3K/Akt. Using the PI3K inhibitor we proved that activation 
of PI3K/Akt pathway depends on the ability of strains to induce signalling cascades 
through TLR2. With confocal microscope we examined the redistribution of the actin 
cytoskeleton and ZO-1 protein in Caco-2 cell line and proved that the strains, at 
stimulation of inflammatory conditions with H2O2, reduce internalization of ZO-1 
protein and help in maintaining intestinal epithelial barrier integrity. Besides actin 
cytoskeleton rearrangements, we also observed more compact formation of actomyosin 
ring when probiotics were added. In order to confirm the effect of strains on tight 
junction proteins and prove their support in maintaining intestinal epithelial barrier, we 
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also studied permeability of Caco-2 cells in inflammatory state by measuring the 
transition of fluorescently-labelled dextran through the cell monolayer. We discovered 
that strains and TLR2 ligands reduced permeability of cell monolayer in inflammatory 
conditions and further confirmed their protective effect on the intestinal barrier. 
We showed that the strains L930BB, IM386, K7 and WCFS1, with activation of anti-
apoptotic pathways and impact on tight junction proteins and actin cytoskeleton, can 
contribute to the regeneration of the intestinal epithelium and modulation of mucosal 
barrier immune system by TLR2 signalling. With our work we confirmed important 
observations of other studies and made a step closer to understanding of the signalling 
induced by probiotic strains in the host which helps in designing further studies on the 
protective effects of selected probiotic strains and in the use of health claims. 
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PRILOGE 
Priloga A: Izbrani geni in začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za validacijo mikromrež. 
Annex A: Selected genes and primers used in microarray validation. 
Gen  Sekvenca Dolžina zač. 
oligonukl. [bp] 
Učinkovitost 
Referenčni geni     
Tbp fw CCTTGTACCCTTCACCAATGAC 22 2,05 
 rv ACAGCCAAGATTCACGGTAGA 21  
Actb fw GGCTGTATTCCCCTCCATCG 20 1,91 
 rv CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 22  
Rps3 fw ATGGCGGTGCAGATTTCCAA 20 2,01 
 rv GTAACTCGGACTTCAACTCCAG 22  
Hmbs fw GTGTTGCACGATCCTGAAACT 21 2,20 
 rv GTTGCCCATCCTTTATCACTGTA 23  
PI3K signalna pot     
Tlr2 fw GCAAACGCTGTTCTGCTCAG 20 2,04 
 rv AGGCGTCTCCCTCTATTGTATT 22  
Fgf7 fw CTCTACAGGTCATGCTTCCACC 22 2,01 
 rv ACAGAACAGTCTTCTCACCCT 21  
Pik3cd fw GTAAACGACTTCCGCACTAAGA 22 2,01 
 rv GCTGACACGCAATAAGCCG 19  
Pik3cg fw CGAGAGTGTCGTCACAGTGTC 21 1,99 
 rv TGTTCGCTTCCACAAACACAG 21  
Pik3r5 fw TGCTCTGGAGCGATGCTTG 19 2,11 
 rv ACCTCTTGGGTCTTTTGTAGGA 22  
Akt3 fw TGGGTTCAGAAGAGGGGAGAA 21 2,03 
 rv AGGGGATAAGGTAAGTCCACATC 23  
Regulacija tesnih stikov     
Plcb2 fw TGCTGATCGAAAACGGGTGG 20 2,03 
 rv AGCTTTAGAGTGGTAGGAAGTGA 23  
Plcg2 fw GTGGACACCCTTCCAGAATATG 22 2,05 
 rv ACCTGCCGAGTCTCCATGAT 20  
Prkcb fw GTGTCAAGTCTGCTGCTTTGT 21 2,04 
 rv GTAGGACTGGAGTACGTGTGG 21  
Hcls1 fw GGCCACGAGTATGTTGCTGAT 21 2,04 
 rv CCCTCTCAACTCCATATTTGCC 22  
Regulacija aktinskega 
citoskeleta 
    
Arhgef6 fw AATCCAGAAGAACGCCTTGTG 21 2,18 
 rv CACTACCCCATTTTTCAGCGA 21  
Vav1 fw TGTGAGAAGTTCGGCCTCAAG 21 2,09 
 rv CAGAGCAGACAGGGTGTAGAT 21  
Rac2 fw ACAGTAAGCCGGTGAACCTG 20 2,04 
 rv CTGACTAGCGAGAAGCAGATG 21  
Pip4k2a fw CTGGCGAGCAAGACCAAGA 19 1,90 
 rv GGCTCAGTTCATTGATCGAATGG 23  
Was fw CCAGCCGTTCAGCAGAACAT 20 1,99 
 rv GGTTATCCTTCACGAAGCACA 21  
Scin fw GAGGTTGACGTTGATGCAAATTC 23 2,17 
 rv CTGGTTCCTTGCCTTCTTGAA 21  
Myl7 fw TCGGGAGGGTAAGTGTTCC 19 2,14 
 rv GTCCGTCCCATTGAGCTTCTC 21  
se nadaljuje 
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Gen  Sekvenca Dolžina zač. 
oligonukl. [bp] 
Učinkovitost 
Ostalo     
Tlr9 fw ATGGTTCTCCGTCGAAGGACT 21 2,04 
 rv GAGGCTTCAGCTCACAGGG 19  
Pdgfd fw TACAGTTGCACTCCCAGGAAT 21 2,01 
 rv CTTCCAGTTGACAGTTCCGCA 21  
Gpnmb fw GCTGGTCTTCGGATGAAAATGA 22 2,02 
 rv CCACAAAGGTGATATTGGAACCC 23  
Arhgap15 fw TTTCAGATCACAACAGTGTCAGG 23 2,06 
 rv CCACAACTTGGATTCTTTGGCAA 23  
S100g fw ATGTGTGCTGAGAAGTCTCCT 21 2,02 
 rv CGCCATTCTTATCCAGCTCCTT 22  
Sycn fw GTACGTGCGCCAGACTCTATG 21 2,09 
 rv ACGATGCAGTGTTAGACCAGC 21  
Slc20a1 fw TTTGACAAACTTCCTCTGTGGG 22 2,04 
 rv GGACTTTCAGACGGACTAGACTT 23  
St8sia5 fw GTGGAATCCAGCGGCTTATATC 22 1,90 
 rv CAGGTTGCACCGGAAGACAA 20  
Itga8 fw TGGCTGGGATTCCAAGAGGA 20 2,15 
 rv GTGCCCCGACCAATATGTCA 20  
Gsdmc2 fw CTGTGGAATGCTTGTCCGATG 21 1,94 
 rv CCTCCAGGTCCGTTGATTGG 20  
Tppp3 fw AGCGGGCAAGAGATGAATGG 20 1,94 
 rv GCAGATTTCGCCTTGACTTTG 21  
Cyp2e1 fw CGTTGCCTTGCTTGTCTGGA 20 1,95 
 rv AAGAAAGGAATTGGGAAAGGTCC 23  
Serpina3n fw ATTTGTCCCAATGTCTGCGAA 21 1,99 
 rv TGGCTATCTTGGCTATAAAGGGG 23  
C3 fw CCAGCTCCCCATTAGCTCTG 23 1,82 
 rv GCACTTGCCTCTTTAGGAAGTC 23  
Lcn2 fw TGGCCCTGAGTGTCATGTG 22 1,94 
 rv CTCTTGTAGCTCATAGATGGTGC 23  
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Priloga B: Od PKC odvisen učinek seva L. gasseri K7 na razporeditev proteina tesnih stikov ZO-1 
(modro) in F-aktina (rdeče) pri netretiranih in s H2O2 tretiranih celicah Caco-2. Aplikacija L. gasseri K7 
(A), aplikacija L. gasseri K7 in H2O2 (B), aplikacija L. gasseri K7, H2O2 in inhibitorja protein-kinaze C 
(C). V stolpcih 1 in 2 so posnetki iz apikalne ravnine celic Caco-2, v stolpcu 3 pa so posnetki iz ravnine 
jedra (osrednji del celice). Puščice označujejo internalizacijo ZO-1. PKCinh – inhibitor protein-kinaze C. 
Annex B: PKC-dependent impact of L. gasseri K7 strain on rearrangement of tight junction protein ZO-1 
(blue) and F-actin (red) in untreated and with H2O2 treated Caco-2 cell line. Application of L. gasseri K7 
(A), application of L. gasseri K7 and H2O2 (B), application of L. gasseri K7, H2O2 and protein kinase C 
inhibitor (C). In columns 1 and 2 are images from apical plane of Caco-2 cells, in column 3 are images 
from nucleus plane (central part of the cell). Arrows indicate internalization of ZO-1. PKCinh – protein 
kinase C inhibitor. 
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Priloga C: Od PKC odvisen učinek seva B. animalis IM386 na razporeditev proteina tesnih stikov ZO-1 
(modro) in F-aktina (rdeče) pri netretiranih in s H2O2 tretiranih celicah Caco-2. Aplikacija B. animalis 
IM386 (A), aplikacija B. animalis IM386 in H2O2 (B), aplikacija B. animalis IM386, H2O2 in inhibitorja 
protein-kinaze C (C). V stolpcih 1 in 2 so posnetki iz apikalne ravnine celic Caco-2, v stolpcu 3 pa so 
posnetki iz ravnine jedra (osrednji del celice). Puščici označujeta internalizacijo ZO-1. PKCinh – inhibitor 
protein-kinaze C. 
Annex C: PKC-dependent impact of B. animalis IM386 strain on rearrangement of tight junction protein 
ZO-1 (blue) and F-actin (red) in untreated and with H2O2 treated Caco-2 cell line. Application of B. 
animalis IM386 (A), application of B. animalis IM386 and H2O2 (B), application of B. animalis IM386, 
H2O2 and protein kinase C inhibitor (C). In columns 1 and 2 are images from apical plane of Caco-2 cells, 
in column 3 are images from nucleus plane (central part of the cell). Arrows indicate internalization of 
ZO-1. PKCinh – protein kinase C inhibitor. 
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Priloga D: Od PKC odvisen učinek seva L. plantarum WCFS1 na razporeditev proteina tesnih stikov 
ZO-1 (modro) in F-aktina (rdeče) pri netretiranih in s H2O2 tretiranih celicah Caco-2. Aplikacija L. 
plantarum WCFS1 (A), aplikacija L. plantarum WCFS1 in H2O2 (B), aplikacija L. plantarum WCFS1, 
H2O2 in inhibitorja protein-kinaze C (C). V stolpcih 1 in 2 so posnetki iz apikalne ravnine celic Caco-2, v 
stolpcu 3 pa so posnetki iz ravnine jedra (osrednji del celice). Puščica označuje internalizacijo ZO-1. 
PKCinh – inhibitor protein-kinaze C. 
Annex D: PKC-dependent impact of L. plantarum WCFS1 strain on rearrangement of tight junction 
protein ZO-1 (blue) and F-actin (red) in untreated and with H2O2 treated Caco-2 cell line. Application of 
L. plantarum WCFS1 (A), application of L. plantarum WCFS1 and H2O2 (B), application of L. plantarum 
WCFS1, H2O2 and protein kinase C inhibitor (C). In columns 1 and 2 are images from apical plane of 
Caco-2 cells, in column 3 are images from nucleus plane (central part of the cell). Arrow indicates 
internalization of ZO-1. PKCinh – protein kinase C inhibitor. 
 
